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RESUMO

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) além de possuir propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, € utilizado como planta medicinal e alimento funcional nos paises
tropicais. Através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Multiplos determinou-
se a Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (lINIB/Bacteriostasia) e a
Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB/Bactericidia) de extrato
alcodlico de dois acessos de hibisco, a saber: Palmares do Sul/RS e Porto
Alegre/RS sobre indculos padronizados de Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Paralelamente, o teor de polifendis totais e
de antocianinas nos célices e nos frutos com sementes do hibisco foi determinado. A
atividade antimicrobiana do extrato alcoolico de calices, em ambos 0s acessos,
apresentou diferenca positiva significativa quando relacionada ao extrato alcodlico
dos frutos com sementes. Salmonella Enteritidis foi a bactéria mais sensivel ao
extrato alcodlico de calices do hibisco enquanto a mais resistente foi Staphylococcus
aureus, independente da variavel acesso, considerando somente a estrutura vegetal.
Em relacdo ao extrato alcodlico dos frutos com sementes, Escherichia coli
demonstrou a maior sensibilidade e Staphylococcus aureus a maior resisténcia. Os
valores de polifendis totais e de antocianinas do extrato alcodlico de calices
apresentaram diferenca significativa entre si e foram superiores ao extrato alcodlico
dos frutos com sementes. Possivelmente existe uma relagdo direta entre a
concentracdo de antocianina e a atividade antibacteriana em diferentes estruturas
vegetais do hibisco.

Palavras- chave: Hibiscus sabdariffa L., inibicAdo bacteriana, inativagdo bacteriana,
polifendis totais, antocianinas.



Evaluation of the alcoholic extract of hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) as a
protective antibacterial and antioxidant in food

ABSTRACT

The hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) has antioxidant and antimicrobial properties and
it is utilized as functional food and medicinal plant in tropical countries. Through of
Dilution Testing in Multiple Tubes System, it were determined the intensity of
bacterial inhibition activity (IINIB/ Bacteriostasy) and the intensity of bacterial
inactivation activity (IINAB/ Bactericidie) of alcoholic extracts of two accesses of
hibiscus, known as: Palmares do Sul/RS and Porto Alegre/RS on standardized
inoculum of Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 11229),
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923). At
the same time, the total content of polyphenols and anthocyanins in the calyxes and
fruits with seeds hibiscus was determined. The antimicrobial activity of alcoholic
extract of the calyxes in both accesses showed a significant positive difference when
related to the alcoholic extract of the fruits with seeds. Salmonella enteritidis was the
most sensitive bacteria to the alcoholic extract of calyxes of the hibiscus while the
most resistant was Staphylococcus aureus, independent of the variable access,
considering only the plant structure. In relation to the alcoholic extract of the fruits
with seeds, Escherichia coli showed the highest sensitivity and Staphylococcus
aureus the highest resistence. Total polyphenols and anthocyanins of alcoholic
extract of calyxes’s values showed a significant difference and they were superior to
alcohol extract of fruits with seeds. Possibly there is a direct relationship between the
concentration of anthocyanin and antibacterial activity in different structures of the
hibiscus plant.

Key words: Hibiscus sabdariffa L., bacterial inhibition, bacterial inactivation, total
polyphenols, anthocyanins.
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CAPITULO 1

Introducao, Objetivos e Revisdo Bibliogréfica.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido uma intensa preocupacao pela disponibilidade
de uma alimentacdo de qualidade e natural (GOULD, 1995), os alimentos que
contém altos niveis de conservantes para reducdo da carga microbiana sao
indesejaveis. A pressao por parte dos consumidores se volta para uma producéo
maior de alimentos frescos, com conservantes naturais e uma maior garantia de
seguranca (FORSYTHE, 2002).

Existe um grande interesse em substituir os conservantes artificiais por
conservantes naturais nos alimentos. As substancias naturais, de origem vegetal
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor (PEREIRA et al., 2006), além de
aumentar a sua vida util pela capacidade bacteriostatica e bactericida, retardando o
comeco da deterioracdo e o0 crescimento de microrganismos indesejaveis (SOUZA,
2003). O uso inadequado de antibioticos sintéticos faz com que microrganismos
patogénicos apresentem resisténcia a medicamentos, havendo a necessidade de
novos antimicrobianos de fontes naturais (SARTORATTO et al.,, 2004). O mesmo
ocorre com 0s antioxidantes sintéticos, restritos tanto pela sua aplicacdo quanto pela
sua quantidade (PENG et al., 2005).

Conhecido popularmente como vinagreira, rosela, caruru-azedo, azedinha,
caruru-da-guiné, azeda-da-guiné, quiabo-azedo, quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosela,
rosélia, groselha, quaibo-de-angola, groselheira (LORENZI E MATOS, 2002), o
hibisco é uma espécie vegetal da familia Malvaceae proveniente da Africa Oriental
(MARTINS et al., 1994) e foi introduzido ao Brasil pelos escravos (PANIZZA, 1997).

O hibisco pode atingir mais de 1,80m de altura, € pouco ramificado e com a
forma de taca de tonalidade vermelha (MCCALEB, 1998). Cultivado em regides
tropicais e subtropicais (ALONSO, 1998). Sua corola é composta por cinco sépalas
de intensa coloragdo vermelha em forma de cone que forma o célice. Na base do
calice esta o caliculo ou o pequeno calice disposto em circulo (CASTRO et al.,
2004). A capsula deiscente € o fruto que possui um aspecto aveludado e cerca de 2
cm de comprimento, abrigando as sementes (MAHADEVAN et al.,, 2009; DUKE,
1978). O termo “calice” neste trabalho envolve o calice propriamente dito e o
pequeno calice ou caliculo. O termo “fruto com semente” envolve a capsula

deiscente e as sementes.
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O hibisco é um alimento funcional nos paises da Asia (Jap&o, China, Coréia e
Taiwan) (LIU et al., 2005). O interesse econdmico estd nos calices desidratados,
utilizados mundialmente para a producdo de bebidas, alimentos (D' HEUREX-
CALIX & BADRIE, 2004), conservantes (LIU et al., 2005) e antioxidantes (WANG et
al., 2000). As sementes do fruto do hibisco surgem como um subproduto
concomitante ao cultivo em larga escala e a exploragdo comercial da planta
(VILCHE et al., 2003). Estas estruturas vegetais podem ser uma fonte de
antioxidantes. Ao serem trituradas, servem na alimentacdo humana como uma fonte
expressiva de proteina e se torradas, sdo substitutas do café (MORTON, 1987).

Alguns autores, como Chao & Yin (2009), relatam uma possivel relacao entre

a quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

1.1 Objetivo geral

A partir de conhecimentos tradicionais, fundamentar o desenvolvimento de
alimentos seguros pelo uso de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) como conservante

antibacteriano e antioxidante.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade bacteriostatica/inibicdo e bactericida/inativacdo “in vitro” do
extrato alcodlico de duas estruturas vegetais de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco),
quais sejam os calices e frutos com sementes, obtidas de dois diferentes
acessos (Lami, Porto Alegre/RS e Bacupari, Palmares do Sul/RS), no principio
de droga crua, através de testes de diluicdo e suspensdo em sistema de tubos
multiplos sobre os seguintes microrganismos padrées de interesse em alimentos,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis e Staphylococcus

aureus.

e Determinar e avaliar a relacdo entre antioxidantes (polifendis totais e
antocianinas) presentes nas diferentes estruturas vegetais, calices e frutos com

sementes, com o poder antibacteriano de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco).
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1.3 Revisao bibliogréafica

1.3.1 Plantas condimentares e medicinais

As plantas aromaticas, condimentares, ou especiarias sdo usadas com fins
aromatizantes e também como conservantes de alimentos (AURELI, 1992). Os
condimentos vegetais podem aumentar a vida util dos alimentos através da sua
atividade bacteriostética e bactericida, retardando o comeco da deterioracdo e o
crescimento de microrganismos indesejaveis, interferindo significativamente na
epidemiologia e profilaxia de surtos toxinfectivos alimentares (SOUZA, 2003). Além
destas utilidades, possuem propriedades antioxidantes e medicinais (SHELEF,
1983). As culturas antigas jA reconheciam o valor das plantas na preservacdo de
alimentos e o seu uso medicinal (SHELEF, 1983; ZAICA, 1988). As plantas
medicinais sao utilizadas para uma ampla variedade de efeitos em diversas partes
do mundo. Os extratos e Oleos sdo a base de muitas aplica¢gbes, incluindo a
conservagao de alimentos crus, de processados, na medicina, em alternativas
farmacéuticas e nas terapias naturais (BAYTOP, 1984; HAMBURGER et al., 1991).
As plantas tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencéo de varios farmacos
(TESKE et al., 1995). Cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na
industria farmacéutica foram isolados seguindo recomendacdes da medicina popular
(JUNIOR & VIZZOTTO, 1996).

Outro aspecto a ser ressaltado é a quantidade de espécies vegetais
existentes no planeta, sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista
cientifico; onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sido
estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob os aspectos
biol6gicos (BRAZ-FILHO, 1994).

Recentemente, a atividade antimicrobiana de diversos extratos tem sido
estudada contra muitos microrganismos. Carvalho et al., 2005, avaliou a atividade
antibacteriana em plantas condimentares frente a microrganismos como Escherichia
coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076) e Enterococcus faecalis (ATCC 19433). Dentre as trinta e duas
plantas testadas sete tiveram destaque quanto a atividade antibacteriana: alho nira,
alho porro, estragao, pimenta dedo-de-moca, pimenta de jardim, pimenta malagueta
e a salvia. Estas plantas poderiam fazer parte de agbes de saude, prevenindo e

controlando toxinfec¢des alimentares.
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Asolini et al. (2006) testaram a atividade antioxidante e antibacteriana dos
compostos fendlicos dos extratos de plantas usadas como chas. O estudo envolveu
plantas como arruda (Ruta graveolens), camomila (Matricaria chamomilla), macela
(Achyrocline satureioides), alcachofra (Cynara scolymus), erva-mate (llex
paraguariensis), tanchagem (Plantago major), malva (Malva silvestris), salvia (Salvia
officinalis), capim-liméo (Cymbopogon citratus) e alecrim (Rosmarinus officinalis). As
bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas,
Bacillus cereus e Bacillus subtilis. Somente o extrato aquoso da alcachofra
apresentou atividade antibacteriana frente as quatro bactérias analisadas. Os
extratos alcodlicos de todos os chas mostraram o maior halo de inibicdo para
Staphylococcus aureus. A quantidade de compostos fendlicos totais extraidos de
ambas as condicdes de extracdo variou de 18 a 145mg EAG/g de folha seca (EAG —
equivalente em acido galico). Os extratos agquosos da macela, alecrim, erva-mate e
malva apresentaram maior atividade antioxidante (acima de 97%) entre os chas
analisados.

Nas ultimas décadas as industrias farmacéuticas produziram um expressivo
namero de novos antibiéticos e a resisténcia microbiana a essas drogas também
aumentou. As bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de transmitir
resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos (COHEN, 1992). O
problema da resisténcia microbiana € crescente e torna-se necessario adotar
medidas para enfrentar o problema, dentre elas, a continuacédo dos estudos acerca
de novas drogas sintéticas e naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

1.3.1.1 Hibisco (Hibiscus sabdariffa L.)

Conhecido popularmente como vinagreira, rosela, caruru-azedo, azedinha,
caruru-da-guiné, azeda-da-guiné, quiabo-azedo, quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosela,
rosélia, groselha, quaibo-de-angola, groselheira (LORENZI & MATOS, 2002), o
hibisco € uma espécie vegetal da familia Malvaceae proveniente da Africa Oriental
(MARTINS et al., 1994) e foi introduzido ao Brasil pelos escravos (PANIZZA, 1997).
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Célice

Capsula deiscente
(fruto)

Pequeno célice
ou caliculo

Figura 1- Morfologia do hibisco.

Fonte: adaptada de Castro et al., 2004.

Arbusto de ciclo anual, podendo atingir mais de 1,80m de altura, pouco
ramificado, com a forma de taca com tonalidade vermelha (McCALEB, 1998).
Cultivado em regifes tropicais e subtropicais, desde o nivel do mar até 900 m de
altura. A planta requer distribuicdo de chuva entre 800 e 1600 mm e temperaturas de
18 a 35°C, sendo que a temperatura minima tolerada varia de 7 a 10°C. O hibisco é
muito sensivel ao fotoperiodo, variando conforme a cultivar (MARTINS, 1985). A flor
€ simples, séssil e axilar. Sua corola é composta por cinco sépalas de intensa
coloracdo vermelha em forma de cone que forma o célice. Na base do calice est4 o
caliculo ou o pequeno calice disposto em circulo (CASTRO et al., 2004). A capsula
deiscente é o fruto que possui cerca de 2cm de comprimento e abriga as sementes
(DUKE, 1978). O termo “calice” neste trabalho envolve o célice propriamente dito e o
pequeno calice. O termo “fruto com semente” envolve a capsula deiscente e as
sementes.

O hibisco é um alimento funcional nos paises da Asia (Jap&o, China, Coréia e
Taiwan) (LIU et al.,, 2005), usado na medicina tradicional para os males da
hipertenséo, inflamacédo e na prevencdo do cancer. Os responsaveis por esses
efeitos sdo o0s compostos antioxidantes como as vitaminas E e C, os acidos
polifendlicos, os flavondides e as antocianinas (WANG et al.,, 2000). Diversos
estudos comprovam os beneficios de saude associados ao consumo de produtos
derivados do hibisco (LIN et al., 2007).
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Em muitos paises o hibisco é utilizado como decoracdo e em outros, as
sementes e os calices sdo utilizadas ao consumo humano. Na maioria dos casos é
cultivado para a producdo de infusbes que sao consumidas como chas
(DOMINGUEZ- LOPES et al., 2007). A sua cor vermelha brilhante e o seu sabor
anico o torna um produto alimenticio de valor (TSAI & OU, 1996).

1.3.1.1.1 Os célices do hibisco

Na corola, as sépalas vermelhas formam os calices do hibisco. Na base do
calice esta o caliculo ou o pequeno célice disposto em circulo de mesma coloracao
(CASTRO et al., 2004).

O interesse econ6mico do hibisco esta nos calices desidratados
mundialmente para a producdo de bebidas (como chas), geléias, molhos, chutneys,
vinhos, conservantes e corantes (devido a presenca de antocianinas) (D’ HEUREX-
CALIX & BADRIE, 2004). S&o ricos em vitamina C, antocianinas, beta-caroteno,
licopeno, polifendis e outros antioxidantes solUveis em agua (WONG et al., 2002;
DUKE & ATCHLEY, 1984). E utilizado como ingrediente em uma bebida tipica
nigeriana nao-alcéolica chamada de “sorrel” (soborodo) (NNAM & ONYEKE, 2003;
OBOH & ELUSIYAN, 2004).

O cha do calice do hibisco é diurético, anti-séptico intestinal e um laxante
suave, contra doencas nervosas e cardiacas, pressao alta e artérias calcificadas
(FAROMBI & FAKOYA, 2005).

Os extratos aquoso e etandlico sao seguros para serem utilizados em um
sistema de alimentacéo evitando a contaminac¢éo bacteriana. O célice contém acido
protocatecuico e outros compostos fendlicos como antocianidinas e acidos
hidroxicinamicos (FAROMBI & FAKOYA, 2005; SAYAGO-AYERDI et al., 2007). E
possivel que todos esses compostos fendlicos contribuam com o efeito

antibacteriano observado.

1.3.1.1.2 Os frutos com sementes do hibisco

O fruto (capsula deiscente) é uma capsula aveludada de 1,25 a 2cm de
comprimento, verde quando imatura, contém cinco valvulas com cerca de trés a
guatro sementes em cada. A capsula se torna marrom e abre quando maduro. As

sementes tem forma de rim, de coloragdo morrom-clara, 3 a 5 mm de comprimento e
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aproximadamente 5 g (MAHADEVAN et al., 2009; WONG et al., 2002). O fruto esta
localizado no interior da base do calice (DUKE, 1978).

O grande interesse em se cultivar hibisco esta na propriedade antioxidante
existente nos calices das flores (TEE et al., 2002; TSAI et al., 2002; TSAI & HUANG,
2004; TSENG et al., 1997; PRENESTI et al., 2007). Concomitante o cultivo em larga
escala e a exploracdo comercial existe uma enorme quantidade de sementes como
subproduto (VILCHE et al., 2003).

Um estudo feito por MOHD-ESA, N. et al. (2010) mostrou que as sementes do
hibisco podem ser uma fonte de antioxidantes, aumentando o seu valor comercial.
Se assadas, podem ser um substituto do café (MORTON, 1987). No norte da
Nigéria, sdo fermentadas na presenca de diversos temperos para o preparo de um
alimento tradicional conhecido como Mungza Ntusa (BALAMI, 1998). E também um
ingrediente utilizado no Furundu, um prato tradicional do oeste do Sudao, ou
‘Dadawa baso” na Nigéria, um substituto da carne, onde elas s&o cozidas e
fermentadas por nove dias (YAGOUB et al., 2004; DASHAK et al., 2001).

As propriedades fisicas e quimicas do 6leo da semente do hibisco séo
semelhantes ao 6leo de milho, sendo uma nova fonte de 6leo comestivel (ATTA &
IMAIZUMI, 2002). A sua composicdo € de 25,2% de proteina de baixo custo,
podendo vir a substituir os suplementos dietéticos ou ingredientes alimentares na
industria de alimentos; 21,1% de lipidios, fibra bruta (16,3%), amido (2,2%), cinzas
(5,2%), carboidratos totais (26,6%) e umidade (5,5%). Gossipol, que é um composto
toxico presente em sementes de algodao e é encontrado apenas como tracos nesta
estrutura vegetal do hibisco (DESHPANDE et al., 2000). A andlise de &cidos graxos
nas sementes revelou que o acido linoleico, oleico, palmitico e estearico foram os
seus componentes principais e 0s elementos inorganicos predominantes: potassio,
sodio, magnésio e calcio (EL-ADAWY & KHALIL, 1994).

Este componente vegetal reduziu o colesterol total e o LDL (lipropoteina de
baixa densidade) quando administrados em ratos que continham o colesterol alto
(EMMY et al., 2008).

1.3.1.1.3 O extrato alcoolico de hibisco
O uso de extratos vegetais com fins medicinais € uma das mais antigas
formas de préatica medicinal da humanidade (GONCALVES et al., 2005).
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Pesquisas realizadas com extratos de hibisco relataram o seu uso na
diminuicdo do colesterol sérico de humanos (LIN et al., 2007) e em animais
(HIRUNPANICH et al., 2006). Outros estudos sugerem o uso de extrato de hibisco
para proteger o figado contra o estresse oxidativo (LIU et al., 2006) e exibe efeitos
anti-hipertensivos e efeitos cardioprotetores (ODIGIE et al., 2003). Farombi e Ige
(2007) testaram os efeitos do extrato etandlico dos calices secos de hibisco em ratos
diabéticos. O extrato de hibisco reduziu fortemente os lipidios atuando como um
antioxidante, podendo ser usado na prevencdo da aterosclerose e de doencas
cardiovasculares associadas ao diabetes.

O extrato de hibisco é usado na medicina tradicional contra a inflamacéo e na
prevencdo do cancer. Contém vitaminas E e C, &cidos polifendicos, flavondides,
antocianinas e sao responsaveis por esses efeitos protetores (WANG et al., 2000).

Mohd-Esa et al. (2010), testou a atividade antioxidante de extratos de
diferentes estruturas vegetais do hibisco, utilizando o extrato metandlico e aquoso e
constatou que os compostos fenolicos sdo melhores extraidos com éalcool do que
com agua.

Chao & Yin (2009) estudaram os efeitos antibacterianos do extrato aquoso e
etandlico de célice de hibisco e o do &cido protocatecuico na carne moida e no suco
de macad. O &cido protocatecuico teve o melhor efeito antibacteriano, frente aos
alimentos testados, seguido do extrato alcodlico e por ultimo ficou o extrato aquoso
do hibisco. Uma das hipéteses dos autores € que o extrato alcodlico possui uma

maior quantidade de acido protocatecuico do que o extrato aquoso.

1.3.1.1.4 Atividade antibacteriana do hibisco

Gracas a sua atividade metabodlica secundaria, os vegetais superiores sao
capazes de produzir substancias antibioticas, utilizadas como mecanismo de defesa
contra predacdo por microrganismos, insetos e herbivoros (GOTLIEB, 1981). O
extrato aquoso e o etandlico do hibisco séo utilizados em sistemas alimentares para
prevenir a contaminacao bacteriana (FAROMBI & FAKOYA, 2005).

Estudos recentes mostraram que o extrato aquoso do hibisco inibe varias
bactérias hospitalares infecciosas como as meticilina-resistentes como
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (LIU et al., 2005). Olaleye em 2007
testou o extrato alcoodlico de calices de Hibiscus sabdariffa L. como um agente

antibacteriano frente aos microrganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus
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stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia mascences, Clostridium
sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus,
Pseudomonas fluorescence. O extrato obteve uma excelente atividade
antibacteriana frente aos microganismos testados. A atividade antibacteriana do
hibisco pode ser comparada a da Estreptomicina, no entanto a Estreptomicina nao
inibe E.coli. Essas atividades antibacterianas existem, provavelmente, devido a um
metabdlito secundario presente na planta. Em uma pesquisa realizada por Chao e
Yin, em 2009, revelou que o extrato aquoso de calices do hibisco inibiu bactérias
degradantes de alimentos (S. typhimurium, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus e B.

cereus), 0 mesmo ocorreu com o extrato etandlico.

1.3.1.1.5 Atividade antioxidante do hibisco - Polifendis totais e antocianinas

Os polifendis tém despertado um interesse nos consumidores e nas industrias
alimenticias por diversas razdes. Estudos epidemiolégicos tém sugerido uma
associacdo entre o consumo de alimentos e bebidas ricas em polifendis e a
prevencado de doencas (STEINMETZ & POTTER 1996). Os polifendis sdo agentes
redutores que tem a capacidade de oferecer protecdo contra o estresse oxidativo,
portanto podem ser classificados como antioxidantes (ENGLE & ENGLER, 2004).

A cor € um atributo fundamental para o julgamento de um alimento, a
apreciacdo visual € o primeiro dos sentidos a ser usado, sendo esta uma
caracteristica decisiva na escolha e aceitacdo do produto (LIMA et al., 2007). As
antocianinas sao pigmentos responsaveis pela coloracdo (azul, violeta e tonalidades
de vermelho) de muitos alimentos (TSAI & Ou, 1996; MUNOZ-ESPADA et al., 2004),
e estdo presentes no reino vegetal, em flores e frutas (MAZZA et al., 1993). As
antocianinas sdo uma caracteristica das angiospermas (BRIDLE & TIMBERLAKE,
1997; MAZZA et al., 1993)

Os célices do hibisco contém uma alta concentracédo de antocianinas e uma
boa fonte de antioxidante (SAYAGO-AYERDI et al., 2007; TSAI et al., 2002; BRIDLE
& TIMBERLAKE,1997; JULIANI et al., 2009). O hibisco é uma fonte de fitoesterdis e
polifendis (ALI-BRADELDIN et al., 2005). As duas principais antocianinas do hibisco
sdo a delfinidina 3-sambubiosideo (85% de antocianina) e a cianidina 3-
sambubiosideo (TSAI et al., 2002; JULIANI et al., 2009).

Existe um aumento na evidéncia que os antioxidantes na dieta humana séo os

principais responsaveis pelos beneficios para a saude e o bem estar (TSAI et al.,
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2002). As antocianinas possuem atividade antioxidante, anticancerigena, protecdo
contra a aterosclerose, inibem a agregacao plaquetaria, melhoram a funcéo visual,
possuem propriedades vaso protetoras e poderiam exercer efeitos neurolégicos
benéficos (IGARASHI et al., 1989; TAMURA & YAMAGAMI, 1994; TALAVERA et al.,
2004).

1.3.2 Microrganismos
1.3.2.1 Escherichia coli

Em 1885, o médico austriaco Escherich tentou isolar o agente etiolégico da
cOlera, no entanto isolou e estudou um microrganismo atualmente chamado de
Escherichia coli. Scharinger foi o primeiro a sugerir 0 uso desta bactéria como um
indicador da poluicdo fecal. T. Schmith em 1985 sugeriu o teste para mensurar a
potabilidade de agua, marcando o inicio do uso dos coliformes como indicadores de
patbgenos em agua, pratica estendida aos alimentos (JAY et al., 1995).

A industria de alimentos, no século XX, considerou a E. coli como um
microrganismo indicador da qualidade higiénico-sanitaria, no entanto nas ultimas
décadas, se comprovou que diversos sorotipos desta bactéria eram altamente
patogénicos ao homem e podiam causar diversas infeccdbes (GERMANO &
GERMANO, 2008).

Muitos tipos de E. coli causam diarréia, infec¢cdes no trato urinario, doencas
respiratorias, pneumonia e outras enfermidades (CDC, 2008). Dependendo do tipo
de infeccéo (enteropatogénica, enterotoxigénica, enterohemorragica,
enteroinvasivas) varia o periodo de incubacdo da doenca (GERMANO &
GERMANO, 2003).

A E.coli € um membro da familia Enterobacteriaceae, € gram-negativa,
catalase-positiva e oxidase-negativa. Mesdfila, capaz de se desenvolver entre 7° e
46°C, sendo 37°C a temperatura otima, embora existam cepas que possam se
multiplicar a 4°C. Pode ser destruida a 60°C e é capaz de resistir por muito tempo
em temperaturas de refrigeracdo. Encontrada, normalmente, nos intestinos dos
animais e do homem. Representa cerca de 80% da flora intestinal aerobia, sendo
eliminada pelas fezes o0 que ocasiona a contaminacdo nos solos e nas aguas
(GERMANO & GERMANO, 2003).
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1.3.2.2 Enterococcus

Sao cocos gram-positivos, iméveis, catalase-negativos. Ocorrem em pares ou
em cadeias. A maioria sdo anaerobios facultativos, mas crescem fermentativamente
mesmo em presenca de oxigénio. As espécies mais importantes Sdo 0
Enterococcus fecalis e o Enterococcus faecium. N&o sdo muito virulentos, mas se
destacam nas infeccbes hospitalares devido a sua resisténcia a mdultiplos
antibioticos. Fazem parte da flora normal fecal, podendo colonizar as membranas
mucosas orais e a pele especialmente em hospitais. Podem ser encontrados em
fémites, pois sdo muito resistentes a agentes ambientais e quimicos. Raramente
causam doencas em individuos sadios, porém causam doencas se a resisténcia do
hospedeiro estd diminuida ou em que a integridade do trato gastrintestinal ou
geniturinario foi rompida. Por exemplo, pela instrumentacdo, os enterococos podem
se disseminar em locais normalmente estéreis, causando infec¢des urindrias,
bacteremia/sepse, endocardite bacteriana subaguda, infeccdo do trato biliar ou
abscessos intra-abdominais (STROHL et al., 2004).

Os Enterococcus sao utilizados como indicadores da contaminagao fecal,
reportados em surtos de doenca alimentar, sendo responsaveis por estragar carnes
processadas. Podem desempenhar aspectos benéficos como o amadurecimento e
aroma de certos queijos e embutidos, pode ser utilizado como prébiético e no
tratamento de gastroenterites em humanos e animais (FRANZ et al. 2003; FRANZ et
al.1999).

O principal reservatdrio dos Enterococcus sdo os humanos que podem
contaminar Uberes de animais através da ordenha ou por contaminac¢des no proprio
leite. Os locais de maior incidéncia de surtos sao os paises de terceiro mundo, onde

0 consumo de leite em natura é mais pronunciado (ACHA & SZYFRES, 2003).

1.3.2.3 Staphylococcus

O género Staphylococcus possui mais de 30 espécies. Sdo bactérias gram-
positivas. Embora mesofilas, Staphylococcus aureus pode crescer a temperaturas
de até 6,7°C até 47,8°C e as enterotoxinas sao produzidas entre 10°C e 46°C. As
espécies de estafilococos sdo hospedeiro-adaptadas, e a metade das espécies
conhecidas habita somente os humanos e outros animais. Um maior nimero tende a
ser encontrado proximo das aberturas do corpo e superficies da pele como narinas,

axilas e na virilha. Em locais Umidos, o nimero por cm2 pode alcancar 103 a 10° e
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em habitats secos, 10 a 103. As fontes mais importantes de contaminacao para 0s
alimentos sao fossas nasais, maos e bragcos de manipuladores de alimentos com
furdnculos. A maioria dos animais domésticos abriga S.aureus. A ocorréncia de
mastite estafilococita € bem conhecida nos rebanhos leiteiros. Os sintomas da
doenca, que aparecem cerca de 4 horas apdés a ingestdo de alimentos
contaminados, sdo: nauseas, caimbras abdominais geralmente agudas, diarréia, dor
de cabeca, sudorese, prostracdo e queda da temperatura corporal. Os sintomas
duram de 24 a 48 horas (JAY, 2005).

1.3.2.4 Salmonella

A Salmonella é um género pertencente a familia Enterobacteriaceae. Gram
negativas, ndo formam esporos, anaerObias facultativas e tem a forma de
bastonetes curtos. A maioria das Salmonellas sao imoveis com flagelos petriquos. A
Salmonella fermenta a glicose formando acido e gas, porém ndo metaboliza a
lactose e a sacarose. A temperatura Otima de crescimento minima é de 5°C e a
temperatura maxima de crescimento é de 38°C. Como ndo formam esporos sdo
termossensiveis, morrendo a 60°C por 15 a 20 minutos. Este género possui cerca de
2.324 linhagens (ou sorovares) diferentes. Os sintomas da doenca (que surgem
apos 16 a 72 horas de ingestdo) sao diarréia, nausea, dor abdominal, febre branda e
calafrios, algumas vezes vomitos, dor de cabeca e fraqueza. A doenca persiste de 2
a 7 dias. A Salmonella Enteritidis pode contaminar ovos e as suas gemas por meio
de infec¢do transovariana. A Salmonella Enteritidis € a causa predominante de
salmonelose em diversos paises (FORSYTHE, 2002).

A salmonelose € uma das principais zoonoses universais sendo considerada
um grave problema de saude publica. O aparecimento de novos sorovares de
Salmonella é devido ao uso indiscriminado de antibiéticos (VELGE et al., 2005).

Os reservatoérios de Salmonella zoonotica sdo os animais e os alimentos de
origem animal (ACHA & SZYFRES, 2003).
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RESUMO

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) além de possuir propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, € utilizado como planta medicinal e alimento funcional nos paises
tropicais. Através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Mdltiplos determinou-
se a Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (lINIB/Bacteriostasia) e a
Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB/Bactericidia) de extrato
alcodlico de dois acessos de hibisco, a saber: Palmares do Sul/RS e Porto
Alegre/RS sobre indculos padronizados de Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Paralelamente, o teor de polifendis totais e
de antocianinas nos célices e nos frutos com sementes do hibisco foi determinado. A
atividade antimicrobiana do extrato alcoolico de célices, em ambos 0s acessos,
apresentou diferenca positiva significativa quando relacionada ao extrato alcodlico

dos frutos com as sementes. Salmonella Enteritidis foi a bactéria mais sensivel ao
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extrato alcodlico de calices do hibisco enquanto a mais resistente foi Staphylococcus
aureus, independente da varidvel acesso, considerando somente a estrutura vegetal.
Em relacdo ao extrato alcodlico dos frutos com sementes, Escherichia coli
demonstrou a maior sensibilidade e Staphylococcus aureus a maior resisténcia. Os
valores de polifendis totais e de antocianinas do extrato alcodlico de calices
apresentaram diferenca significativa entre si e foram superiores ao extrato alcoodlico
dos frutos com sementes. Possivelmente existe uma relacdo direta entre a
concentracdo de antocianina e a atividade antibacteriana em diferentes estruturas

vegetais do hibisco.

Palavras- chave: Hibiscus sabdariffa L., inibicAo bacteriana, inativacdo bacteriana,

polifendis totais, antocianinas.

ABSTRACT Evaluation of the alcoholic extract of hibiscus (Hibiscus sabdariffa
L.) as a protective antibacterial and antioxidant in food. The hibiscus (Hibiscus
sabdariffa L.) has antioxidant and antimicrobial properties and is utilized as functional
food and medicinal plant in tropical countries. Through of Dilution Testing in Multiple
Tubes System, it were determined the intensity of bacterial inhibition activity (IINIB/
Bacteriostasy) and the intensity of bacterial inactivation activity (IINAB/ Bactericidie)
of alcoholic extracts of two accesses of hibiscus, known as: Palmares do Sul/RS and
Porto Alegre/RS on standardized inoculum of Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) and
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). At the same time, the total content of
polyphenols and anthocyanins in the calyxes and fruits with seeds hibiscus was

determined. The antimicrobial activity of alcoholic extract of the calyxes in both
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accesses showed a significant positive difference when related to the alcoholic
extract of the fruits with seeds. Salmonella enteritidis was the most sensitive bacteria
to the alcoholic extract of calyxes of the hibiscus while the most resistant was
Staphylococcus aureus, independent of the variable access, considering only the
plant structure. In relation to the alcoholic extract of the fruits with seeds, Escherichia
coli showed the highest sensitivity and Staphylococcus aureus the highest
resistence. Total polyphenols and anthocyanins of alcoholic extract of calyxes’s
values showed a significant difference and they were superior to alcohol extract of
fruits with seeds. Possibly there is a direct relationship between the concentration of

anthocyanin and antibacterial activity in different structures of the hibiscus plant.

Key words: Hibiscus sabdariffa L., bacterial inhibition, bacterial inactivation, total

polyphenols, anthocyanins.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido uma intensa preocupacado pela disponibilidade
de uma alimentacéo de qualidade e natural (Gould, 1995), os alimentos que contém
altos niveis de conservantes para reducdo da carga microbiana séo indesejaveis. A
presséo por parte dos consumidores se volta para uma producédo maior de alimentos
frescos, com conservantes naturais e uma maior garantia de seguranga (Forsythe,
2002).

Existe um grande interesse em substituir os conservantes artificiais por
conservantes naturais nos alimentos. As substancias naturais, de origem vegetal
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor (Pereira et al., 2006), além de

aumentar a sua vida util pela capacidade bacteriostatica e bactericida, retardando o
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comeco da deterioracdo e 0 crescimento de microrganismos indesejaveis (Souza,
2003). O uso inadequado de antibioticos sintéticos faz com que microrganismos
patogénicos apresentem resisténcia a medicamentos, havendo a necessidade de
novos antimicrobianos de fontes naturais (Sartoratto et al., 2004). O mesmo ocorre
com o0s antioxidantes sintéticos, restritos tanto pela sua aplicacdo quanto pela sua
quantidade (Peng et al., 2005).

Conhecido popularmente como vinagreira, rosela, caruru-azedo, azedinha,
caruru-da-guiné, azeda-da-guiné, quiabo-azedo, quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosela,
rosélia, groselha, quaibo-de-angola, groselheira (Lorenzi E Matos, 2002), o hibisco é
uma espécie vegetal da familia Malvaceae proveniente da Africa Oriental (Martins et
al., 1994) e foi introduzido ao Brasil pelos escravos (Panizza, 1997).

Arbusto de ciclo anual, o hibisco pode atingir mais de 1,80m de altura, &
pouco ramificado e com a forma de taca de tonalidade vermelha (McCaleb, 1998).
Cultivado em regides tropicais e subtropicais (Martins, 1985). A flor é simples, séssil
e axilar. Sua corola € composta por cinco sépalas de intensa coloracdo vermelha em
forma de cone que forma o calice. Na base do calice esta o caliculo ou o pequeno
calice disposto em circulo (Castro et al., 2004). A capsula deiscente € o fruto que
possui um aspecto aveludado e cerca de 2 cm de comprimento, abrigando as
sementes (Mahadevan et al., 2009; Duke, 1978). O termo “calice” neste trabalho
envolve o célice propriamente dito e o pequeno célice ou caliculo. O termo “fruto
com semente” envolve a capsula deiscente e as sementes.

O hibisco é um alimento funcional nos paises da Asia (Jap&o, China, Coréia e
Taiwan) (Liu et al., 2005). O interesse econdmico esta nos calices desidratados,
utilizados mundialmente para a produgao de bebidas, alimentos (D’ Heurex- Calix &

Badrie, 2004), conservantes (Liu et al., 2005) e antioxidantes (Wang et al., 2000). As



29

sementes do fruto do hibisco surgem como um subproduto concomitante ao cultivo
em larga escala e a exploracdo comercial da planta (Vilche et al., 2003). Estas
estruturas vegetais podem ser uma fonte de antioxidantes. Ao serem trituradas,
servem na alimentacdo humana como uma fonte expressiva de proteina e se
torradas, sao substitutas do café (Morton, 1987).

Alguns autores, como Chao & Yin (2009), relatam uma possivel relacéo entre
a quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a Intensidade de Atividade de Inibicdo
Bacteriana (IINIB) e de Inativagdo Bacteriana (IINAB) in vitro do extrato alcodlico
obtido de caélices e frutos com sementes de dois diferentes acessos de Hibisco
sabdariffa L. (hibisco) frente a agentes bacterianos padrfes internacionais de
interesse em alimentos, relacionando estes resultados a presenca de polifendis

totais e antocianinas.

MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Higiene do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Algre/RS.

Os ramos do hibisco (Hibisco sabdariffa L.) in natura foram coletados em
Palmares do Sul/RS, Bacupari (coordenadas 30° 16° S e 50° 28 'O) e Porto
Alegre/RS, Lami (coordenadas 30° 14’ S e 51° 06" O). As amostras foram
identificadas botanicamente e encaminhadas como exsicatas (Ming, 1996) para
registro no Herbario do Departamento de Botanica, do Instituto de Biologia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul/RS/Brasil, recebendo numeros de
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registro ICN 165038 (acesso Palmares do Sul/RS) e ICN165039 (acesso Porto
Alegre/RS).

Foram separados manualmente os calices e os caliculos, restando os frutos
com as sementes do hibisco.

Os célices e os frutos com sementes frescos do hibisco foram submetidos,
separadamente, ao processo de extracao alcodlica (alcoolatura dos componentes in
natura), para a obtencdo das solugbes conservantes ou antibacterianas, segundo
Farmacopéia (1959) e Lorenzi & Matos (2002), Avancini (2002), Souza & Wiest
(2007) e Avancini & Wiest (2008).

Os componentes vegetais do hibisco foram colocados, separadamente, em
alcool etilico, de cereais (Farmaquimica®, Porto Alegre/RS/BR) a 96 °GL, na
proporcdo de 400 g de calices/frutos com sementes para 1000 mL de alcool, na
extracdo alcodlica. Ap6s um periodo de quinze dias, foram submetidos a destilacado
fracionada sob pressao reduzida em sistema rota vapor, desprezou-se a porcao
alcodlica e reidratou-se o0 extrato resultante com agua destilada estéril,
reconstituindo-se as concentragdes iniciais dos componentes. Para o controle
permanente da assepsia dos procedimentos de extracdo e reconstituicéo,
determinou-se a esterilidade de todos os extratos, retirando-se aliquotas de 5 mL,
semeadas em tubos contendo 5 mL de Caldo-Cérebro-Coragéo (BHI, HIMEDIA®,
Mumbai/india), incubados aerobicamente a 37 °C por até 48 horas, confirmando-se
sua esterilidade, por plagueamento em Agar Nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA®,
Maryland/Baltimore/USA).

Foram desafiadas quatro amostras bacterianas padronizadas (American Type
Culture Colletion- ATCC), duas gram-positivas: Staphylococcus aureus (25923) e

Enterococcus faecalis (19433) e duas gram-negativas: Escherichia coli (11229), e
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Salmonella Enteritidis (11076). Estas bactérias pertenciam ao Laboratério de Higiene
do ICTA/UFRGS, sendo ativadas especificamente para este estudo em meio de
cultura BHI a 37 °C por um periodo de 18 a 24 horas de incubacéo aerdbica, com o
objetivo de atingir uma concentracdo = 1,0 x 108 UFC/mL para confrontacédo com 0s
extratos alcoolicos de calices e frutos com sementes de hibisco, através de diluicdes
seriais logaritmicas (Avancini, 2002). A avaliacdo da concentracdo inicial foi
realizada através da técnica da microgota segundo Romeiro (2007) e a contagem de
microrganismos viaveis foi realizada em placas de Petri contendo meio de cultura
BHI (Brain Hearth Infusion - DIFCO®). Foram realizadas diluicbes seriadas, a partir
do indculo inicial, transferindo-se 1 mL deste para tubos de ensaio contendo 9 mL de
agua peptonada 0,1% (BIOBRAS®, Montes Claros/MG/BR) para obter a dilui¢cédo 10"
! e assim sucessivamente até a diluicdo 102, De cada diluicdo foram transferidas
trés gotas para placas de Petri utilizando micropipetas de 15 puL e a leitura foi
realizada em intervalos de 24, 48, 72 e 144 horas de incubagao aerébia a 37 °C. O
valor final considerado foi constituido da média das contagens das gotas triplicadas,
avaliadas biometricamente segundo Cavalli-Sforza (1974).

Para a determinacao da atividade antibacteriana dos extratos de hibisco lida
como Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana/Bacteriostasia (lINIB) e
Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/Bactericidia (IINAB), utilizou-se o
Teste de Diluicdo segundo Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft/ Sociedade
Alemad de Medicina Veterinaria (DVG, 1981) com base na técnica do sistema de
tubos multiplos, modificada por Avancini (2002), retomada por Souza & Wiest (2007)
e Avancini & Wiest (2008), Wiest et al., (2009 a, b, c), confrontando-se os diferentes
extratos com 12 diluicdes seriais logaritmicas (10" a 102 UFC/mL) dos diferentes

in6culos bacterianos.
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Entende-se por IINIB/ Bacteriostasia o resultado do confronto da bactéria com
a solucdo antibacteriana em meio especifico, o BHI, e por IINAB/ Bactericidia, o
resultado deste confronto porém sob a influéncia de desestressores/ desinibidores
bacterianos como Tween 80 (REACAO QUIMICA®, Porto Alegre/ RS/BR), L-
histidina (LABSYBTH®, Diadema, SP/BR) e lecitina de soja (HERBARIUM®,
Colombo, PR/BR), acrescidos ao mesmo BHI (DVG, 1981; Avancini, 2002; Souza &
Wiest, 2007; Avancini & Wiest, 2008; Wiest et al., 2009 a, b, c). Os resultados sé&o
expressos em Vvalores que sao representacbes da atividade bioldgica
inibitéria/bacteriostasia ou inativadora/bactericidia de diferentes solucbes
antibacterianas sobre diferentes microrganismos, em testes de sensibilidade.

Os resultados de IINIB e de IINAB foram representados por variaveis ordinais
arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo que o valor de 12 (doze)
representa atividade maxima e 0 (zero) a ndo-atividade, como demonstra a Tabela

1 a segquir.

TABELA 1- Representagédo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade atribuidos
as variaveis Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes diluicbes e doses
infectantes dos inéculos.

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis
ordinarias de
intensidade de
atividade
10" [ 107 [ 10° [ 10" [ 10° [ 10° [ 107 [ 10® | 107 | 10™ [10™ [10™| n.a [UFC/mL-
diluicbes de
indculo inibidas
ou inativadas
10° | 10" [ 10° [ 10° | 10" | 10° | 10° | 10" | 10 | 10" [ 10" [ 10° | n.a |UFC/mL —doses
infectantes
inibidas ou
inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
UFC/mL: unidades formadoras de col6nias por mL.

A avaliagdo dos resultados obtidos das variaveis de IINIB e de IINAB para os

extratos alcodlicos das diferentes estruturas do hibisco confrontadas in vitro com os
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agentes bacterianos, foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA), com
complementacao pelo teste de Tukey, segundo Callegari-Jacques (2004).

A extracao de polifendis totais foi realizada segundo a metodologia de Vinson
et al. (2001) com modificacbes. Amostras de 100 uL do extrato (calices e frutos com
sementes) foram colocadas em tubos de rosca do tipo eppendorf, sendo
posteriormente acrescidos de 500 uyL de solucdo de extragdo contendo metanol
(Grupo Quimico®/BR) a 50% e &acido cloridrico (Nuclear®/BR) a 1,2M. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 90° C por trés horas. Posteriormente, foram
retirados do banho e, depois de resfriados em temperatura ambiente, o volume foi
completado a 1 mL com metanol puro (Grupo Quimico®/BR). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5415R- Eppendorf®, Germany) a 5.000
rpm por cinco minutos e os sobrenadantes foram obtidos com auxilio de uma pipeta
automatica, sendo estes denominados extratos de polifendis totais. As extracdes
foram realizadas em duplicata (Faller & Fialho, 2009).

A determinacdo de polifendis totais foi realizada utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu (Proton Quimica®/RS) segundo Karou et al. (2005). A solucdo de
Folin foi preparada utilizando o reagente Folin-Ciocalteu e agua deionizada 1:1 (v/v).
Em tubo do tipo eppendorf foram adicionados 30 uL do extrato de polifenol,
acrescidos de 75 L da solugédo de Folin- Ciocalteu. Apds cinco minutos de reacao
foram adicionados 75 uL de solugdo de carbonato de sodio (Synth®/BR) (20%) e o
volume foi completado com agua deionizada até 600 uL. A solugéo reagiu por 30
minutos e posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotémetro (UV Mini 1240,
Shimadzu®, Japan) a 750nm utilizando acido galico (Merck®/BR) como padréo. Os

resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g
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de extrato. A determinacdo de polifendis totais foi realizada em quatro experimentos
independentes, cada um em duplicata (Faller & Fialho, 2009).

O conteudo de antocianinas totais foi determinado pelo método da diferenca
de pH (Giusti & Wrosltad, 2001) em que se dissolve dois sistemas tampéao: cloreto
de potassio (Merck®/BR) pH 1 (0,025M) e acetato de sédio (Synth®/BR) pH 4,5
(0,4M). Foram adicionados 1,8 ml da correspondente solucdo tampéao a 0,2 ml da
amostra diluida para se obter a densidade 6ptica na faixa de 540 e 700nm (Kuskoski
et al. 2006, com modificacao).

Utilizou-se a equacéo abaixo para determinar a absorbancia:

A= (A.max.vis.(540nm) — A700nm)pH1 - (A.max.vis.(540nm) — A700nm)pH4,5

O calculo das antocianinas foi baseado em Teixeira et al. (2008), modificado

para:

AntT (mg/100g): D.O. x F.D. x 1000X P.M.

Fexxm
Onde D.O. é a densidade otica do extrato, F.D. é o fator de diluicdo, P.M. é o

peso molecular, o Fex € o fator de extingdo e 0 m € a massa de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O hibisco dentre os seus inumeros beneficios, pode ser utilizado em sistemas
alimentares para prevenir a contaminacao bacteriana. A analise da sensibilidade das
bactérias testadas frente a solucdo antimicrobiana alcoolica de calices e frutos com
sementes de hibisco, obtida de dois diferentes acessos, independentemente do
tempo de confrontacdo, presenca ou auséncia de desestressores/ desinibidores
bacterianos, apresentou diferenca significativa entre as bactérias confrontadas,
como pode ser visto na Tabela 2. A atividade antibacteriana do extrato alcodlico de

calices do hibisco, em ambos 0s acessos, apresentou diferencga significativa quando
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relacionado ao extrato alcodlico dos frutos com sementes, ou seja, 0 extrato
alcoolico dos calices tem um poder antibacteriano maior do que o extrato alcodlico
dos frutos com sementes do hibisco. Fato que, possivelmente, pode estar
relacionado a uma maior quantidade de antocianinas no extrato alcodlico de calices,
se comparado ao extrato alcoodlico de frutos com sementes. A mesma hipotese foi
constatada por Chao & Yin (2009), utilizando o extrato alcodlico e aguoso de calices
de hibisco e &cido protocatecuico contra bactérias de interesse alimentar,
constataram uma possivel relacdo entre os compostos fendlicos e o efeito
antibacteriano dos extratos de célices de hibisco.

Independente do acesso, somente considerando a estrutura vegetal,
Salmonella Enteritidis (11,5) foi a bactéria mais sensivel ao extrato alcodlico de
calices de hibisco e Staphylococcus aureus (5,2) a mais resistente. Esta observacéo
confirma os resultados encontrados por Carvalho et al. (2005), ao estudar a
atividade antibacteriana em plantas com indicativo etnografico condimentar. A
bactéria Salmonella Enteritidis também demonstrou, predominantemente, a maior
sensibilidade aos diferentes extratos, nas condi¢cdes experimentais de Carvalho et al.
(2005). No estudo vigente, em relacdo ao extrato alcodlico das capsulas deiscentes,
Escherichia coli (12) foi a bactéria mais sensivel e Staphylococcus aureus (0,1) a

mais resistente.
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TABELA 2- Analise da sensibilidade de quatro espécies bacterianas de interesse em alimentos
frente a solugdes conservantes de dois acessos de calices e de frutos com sementes de Hibiscus
sabdariffa L. (hibisco), independente dos fatores de tempo de confrontagdo, presenca ou auséncia
de desestressores/ desinibidores bacterianos.

Acesso Palmares do Sul/RS

Valores Arbitrarios*  Valores Arbitrarios* p value
Calices Frutos com

Espécies bacterianas sementes
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 10,4° 3,32 0,007
Escherichia coli (ATCC 11229) 10° 12° 0,007
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,52 4,7° p<0,05
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 7,8° 9,7° p<0,05
Acesso Porto Alegre/RS
Espécies bacterianas
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 8,3 0,32 0,001
Escherichia coli (ATCC 11229) 7,7° 0,42 0,001
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,5° 2,1° 0,0001
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 5,2° 0,1° p<0,05

*12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana

(média de 2 repeticdes)

0= n&o atividade

Letras mindsculas diferentes sobrescritas (@) na mesma coluna por acesso indicam diferencas
significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(p<0,05).

p-value < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores localizados na mesma linha, sépalas e
capsulas deiscentes, de cada um dos microrganismos pela Analise de Variancia (ANOVA).

Analisando a atividade antimicrobiana dos dois diferentes acessos e das duas
diferentes estruturas vegetais, como pode ser visto na Tabela 2, que em relacéo ao
acesso Palmares do Sul/RS a bactéria mais sensivel ao extrato alcoodlico de célices
foi Salmonella Enteritidis (11,5) e a mais resistente, Staphylococcus aureus (7,8). O
extrato alcodlico de frutos com sementes, com o maior valor arbitrario quanto a
sensibilidade bacteriana, foi o da bactéria Escherichia coli (12), e o menor valor
arbitrario, sendo considerada a bactéria mais resistente, Enterococcus faecalis (3,3).
Sob a acdo do extrato de hibisco, acesso Porto Alegre/RS, os resultados
apresentaram a bactéria mais sensivel como sendo Salmonella Enteritidis (11,5 e
2,1) e a mais resistente, Staphylococcus aureus (5,2 e 0,1), nos extratos alcoélicos
de calices e frutos com sementes, respectivamente (Tabela 2). Diferentes acessos

podem apresentar atividade antibacteriana distinta, provavelmente relacionadas ao
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solo, clima, disponibilidade de fitonutrientes e diferentes varietais, influenciando os
teores do composto relacionado a atividade antimicrobiana.

Os tratamentos IINIB e IINAB do extrato alcoolico de calices de hibisco em
relacdo a espécie bacteriana confrontada, independentemente do fator tempo de
confrontacdo, apresentaram diferencas significativas (Tabela 3). O tratamento 1INIB
apresentou resultado superior ao IINAB para todas as espécies bacterianas com
excecdo da bactéria Escherichia coli (10) do acesso Palmares do Sul/RS, que
apresentou o0 mesmo valor para IINIB e para IINAB. A acdo do extrato alcodlico de
calices de hibisco tem acdo bacteriostatica superior, quase que total, a acao
bactericida. Com a mesma metodologia, mas com plantas diferentes, Souza & Wiest
(2007), Girolometto et al. (2009) e Carvalho et al. (2005) encontraram resultados

superiores para IINIB em relacéo ao IINAB.

TABELA 3- Andlise da presenca e da auséncia de desestressores/ desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana de extrato alcodlico de cdlices de dois acessos de Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco), independente dos fatores tempo de confrontagdo, considerando espécies bacterianas.

Espécie bacteriana Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS
IINIB* IINAB* p-value IINIB* IINAB* p-value
Enterococcus faecalis 11,6° 9,1° 0,007 9,3 7,3 0,002
Escherichia coli 102 10° 0,5 8,52 6,9° 0,003
Salmonella Enteritidis 12° 11° 0,02 11,8° 11,3% 0,35
Staphylococcus aureus 11° 4,5° p<0,05 9,4° 1° 0,001

*12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana

(média de 2 repeticdes)

0= néo atividade

Letras minUsculas diferentes sobrescritas (2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas
entre as espécies bacterianas para a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
p-value < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Analise de
Variancia (ANOVA), considerando espécies bacterianas e acessos.

Os maiores valores arbitrarios de IINIB e IINAB tanto para o acesso Palmares
do Sul/RS quanto para o acesso Porto Alegre/RS foram os valores da bactéria
Salmonella Enteritidis (12 e 11,8; 11 e 11,3 respectivamente) (Tabela 3). Os
menores valores de IINIB, para ambos os acessos, foi de Escherichia coli (10 e 8,5).

E em relagcdo a IINAB, em ambos os acessos, Palmares do Sul/RS e Porto



38

Alegre/RS apresentaram os menores valores frente a Staphylococcus aureus (4,5 e
1).

Olaleye, em 2007, testou o extrato alcodlico de calices de Hibiscus sabdariffa
L. como um agente antibacteriano frente aos microrganismos: Staphylococcus
aureus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcus Iluteus, Serratia mascences,
Clostridium sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e
Pseudomonas fluorescence. O extrato obteve uma excelente atividade
antibacteriana frente aos microrganismos testados. A atividade antibacteriana do
hibisco pode ser comparada a da Estreptomicina, no entanto a Estreptomicina nao
inibe E. coli. No estudo em evidéncia, a pesquisa de Olaleye se confirma
parcialmente, pois o extrato alcodlico de célices do hibisco sem os desinibidores
apresentou valores arbitrarios maiores tanto para Staphylococcus aureus (11 e 9,4)
quanto para Escherichia coli (10 e 8,5), nos acessos Palmares do Sul/RS e Porto
Alegre/RS, respectivamente (Tabela 3).

O extrato alcodlico de calices do hibisco, no estudo em evidéncia, sem 0s
desinibidores, apresentou valores arbitrarios maiores tanto para Staphylococcus
aureus (11 e 9,4) quanto para Escherichia coli (10 e 8,5), para os acessos Palmares

do Sul/RS e Porto Alegre/RS, respectivamente (Tabela 3).

TABELA 4- Andlise da presenca e da auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana de extrato alcoodlico de frutos com sementes de dois acessos de Hibiscus
sabdariffa L. (hibisco), independente dos fatores tempo de confrontacdo, considerando espécies
bacterianas.

Espécie bacteriana Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS
IINIB* IINAB* p-value [INIB* IINAB* p-value
Enterococcus faecalis 6,5 0° p<0,05 0,3 0,3 0,6
Escherichia coli 122 12° 0,4 0,3™ 0,50 0,001
Salmonella Enteritidis 5,4° 4° 0,06 1,8° 2,5° 0,02
Staphylococcus aureus 11,5° 7,8° p<0,05 0,3 0% 0,3

*12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana

(média de 2 repeticdes)
0= ndo atividade

Letras minUsculas diferentes sobrescritas (2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas
entre as espécies bacterianas para a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
p-value < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Analise de

Variancia (ANOVA), considerando espécies bacterianas e acessos.
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Na Tabela 4 pode ser vista a presenca e a auséncia de desinibidores/
desestressores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcodlico de frutos
com sementes dos dois acessos de hibisco, independente dos fatores tempo de
confrontacdo, considerando espécies bacterianas.

Predominantemente os valores de IINIB foram maiores se relacionados aos
valores de IINAB. No entanto no acesso Palmares do Sul/RS o valor de IINIB e
IINAB de Escherichia coli foi igual (12), 0 mesmo ocorreu no acesso Porto Alegre/RS
com o valor de Enterococcus faecalis (0,3). Escherichia coli (0,3 e 0,5) e Salmonella
Enteritidis (1,8 e 2,5) no acesso Porto Alegre/RS tiveram valores de IINIB menores
qgue IINAB, ou seja, o extrato alcoodlico dos frutos com sementes, nesses casos, teve
uma atividade bactericida maior do que bacteriostatica.

Os valores arbitrarios de IINIB e IINAB do acesso Palmares do Sul/RS
mostraram-se maiores aos do acesso Porto Alegre/RS, fato que possivelmente pode
ser atribuido as diferencas locais de clima, de solo, disponibilidade de fitonutrientes
e varietal, influenciando a quantidade da substancia responsavel pela atividade
antibacteriana. Os maiores valores de IINIB e IINAB para o acesso Palmares do
Sul/RS foram da espécie bacteriana Escherichia coli (12) e para o acesso Porto
Alegre/RS Salmonella Enteritidis (1,8 e 2,5). Os valores de IINAB de Enterococcus
faecalis (acesso Palmares do Sul/RS) e Staphylococcus aureus (Porto Alegre/RS)
foram zero, refletindo que somente houve bacteriostasia e ndo bactericidia (Tabela

4),
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TABELA 5- Analise da relacio entre as diferentes estruturas de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), a
atividade antibacteriana, a quantidade de polifenéis e antocianinas, independente dos fatores tempo
de confrontacdo, acesso e espécie bacteriana de interesse alimentar e da presenca ou da auséncia
de desestressores/ desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcoodlico de
hibisco.

Estrutura vegetal Polifendis totais Antocianinas p-value Atividade
(mg GAE/1009) (mg/1009) Antibacteriana*

Calices 162,1 85,9 p<0,05 9,1

Frutos com sementes 114,9 3,2 p<0,05 4,1

*12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana
(média de 4 repeticdes)
0= n&o atividade

A quantidade de polifendis totais e antocianinas do extrato alcodlico de calices
(162,1) e do extrato alcoolico dos frutos com sementes (114,9) apresentam diferenca
significativa. O extrato alcodlico de calices (85,9) apresenta uma maior quantidade
de antocianinas do que o extrato alcodlico de frutos com sementes (3,2), como pode
ser observado na Tabela 5.

Um estudo realizado por Juliani et al. (2009) avaliou a atividade antioxidante,
os fendis totais e o conteddo de antocianina com extrato metandlico de célices de
diferentes coloracdes de Hibiscus sabdariffa L. e constatou que a relagéo entre a cor
dos célices e a quantidade de antocianina ndo estd sempre em conformidade. No
presente estudo, foram comparadas diferentes estruturas vegetais, calices e frutos
com sementes, e constatou-se exatamente o contrario, os frutos com sementes, de
coloracdo verde apresentaram uma menor quantidade de polifendis totais e de
antocianinas quando comparados aos calices vermelhos.

O extrato alcodlico de calices do hibisco apresentou uma alta concentragéo
de antocianinas e de polifendis totais, indo ao encontro do que foi citado por Sayago-
Ayerdi et al. (2007); TSAI et al. (2002); LAI et al. (1991) quando relacionaram a alta
concentracdo de antocianinas nos célices do hibisco com uma boa fonte de

antioxidante, devido aos seus compostos fendlicos.
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Analisando a Tabela 5, a atividade antimicrobiana do extrato alcoolico de
calices (9,1) é maior do que a do extrato alcoodlico dos frutos com sementes (4,1),
permitindo concluir que possivelmente, as antocianinas, nas condicdes deste
experimento, seriam as responsaveis por esta atividade. Estes resultados confirmam
a hipétese inicial de que a relacdo entre o teor de antocianinas € diretamente
proporcional a atividade antibacteriana.

As extracdes dos compostos antimicrobianos e antioxidantes (antocianinas e
polifendis totais) nas diferentes estruturas do hibisco, neste trabalho, foram
realizadas atraveés de alcoolatura etandlica, ao invés de extracdo aquosa. Mohd-Esa
et al. (2010) testaram a atividade antioxidante em diferentes partes do hibisco
comparando 0 extrato metandlico com o aquoso, constatando que 0 extrato
alcoolico, embora metandlico, ofereceu uma determinacéo mais realista da atividade
antioxidante, do que o extrato obtido através de agua destilada.

Nas condi¢cOes da presente pesquisa permite-se concluir que:

A atividade antimicrobiana do extrato alcodlico de calices de hibisco foi
superior ao extrato alcodlico dos frutos com sementes. O valor de antocianina
também repetiu este resultado. Possivelmente exista uma relacdo direta entre a
concentragdo de antocianina e a atividade antibacteriana em diferentes estruturas
vegetais do hibisco.

A Salmonella Enteritidis mostrou-se mais sensivel ao extrato alcoodlico de
calices e Escherichia coli ao extrato alcodlico de frutos com sementes. As bactérias
mais resistentes ao extrato de calices e frutos com sementes foram Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis, respectivamente, independente do acesso, do
tempo de contato, da auséncia ou presenca de desestressores ou desinibidores

bacterianos.
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Os valores de IINIB foram relativamente maiores aos de IINAB em ambos os
acessos e diferentes bactérias, independente do tempo de contato.

Diferentes acessos de hibisco apresentaram atividade antibacteriana distinta,
provavelmente relacionada com solo, clima, disponibilidade de fitonutrientes e
varietal, influenciando as concentracées e mesmo a qualidade de polifendis totais e
antocianinas nas diferentes estruturas.

Os resultados sugerem a continuidade de estudos envolvendo as diferentes
estruturas do hibisco e os fatores responsaveis pela sua atividade antimicrobiana
(polifendis totais e antocianinas). Sugere-se também, observacfes sobre o emprego
dos extratos do hibisco como condimentos ou conservantes alimentares,
oportunizando alimentos naturais, sensorialmente agradaveis, na dimensdo da

seguranca alimentar sustentavel.
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CAPITULO 3

Reapresentacéo dos resultados.



3. REAPRESENTAC;AO DOS RESULTADOS
Neste capitulo os resultados gerais do artigo serdo reapresentados sob

forma de graficos.

3.1 Sensibilidade bacteriana

O Grafico 1 apresenta a andlise da sensibilidade das espécies bacterianas de
interesse alimentar frente a extracdo alcoolica de célices e frutos com sementes de
hibisco, independente dos fatores tempo de confrontacdo, presenca ou auséncia de

desestressores/ desinibidores bacterianos e acesso.
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Gréfico 1- Andlise da sensibilidade de quatro espécies bacterianas de interesse em alimentos frente
a solugbes conservantes alcodlicas de calices e frutos com sementes de Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco), independente dos fatores de tempo de confrontagdo, presenca ou auséncia de
desestressores/ desinibidores bacterianos e acesso.

O extrato alcoolico de calices apresentou atividade antimicrobiana maior do
que o extrato alcodlico dos frutos com sementes do hibisco, independente de
acesso, ou seja, o0 extrato alcodlico de calices tem um poder antimicrobiano maior do
gue o extrato alcodlico dos frutos com sementes, fato que pode estar relacionado a
maior quantidade de antocianinas nos calices vermelhos do que se comparado aos

frutos com sementes, que possui coloracéo verde (Graficol).
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Grafico 2- Andlise da sensibilidade de quatro espécies bacterianas de interesse em alimentos frente
a solucdes conservantes dois acessos de calices e frutos com sementes de Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco), independente dos fatores de tempo de confrontacdo, presenca ou auséncia de
desestressores/ desinibidores bacterianos.

Houve diferenca significativa entre as bactérias confrontadas. No acesso
Palmares do Sul/RS, Salmonella Enteritidis (11,5) foi a bactéria mais sensivel ao
extrato alcodlico de calices de hibisco e Staphylococcus aureus (5,2) menos
sensivel. Ja o extrato alcodlico dos frutos com sementes, no mesmo acesso,
Escherichia coli (12) foi a bactéria mais sensivel e Enterococcus faecalis (3,3), a
mais resistente. No acesso Porto Alegre/RS o extrato alcodlico de calices e o de
frutos com sementes sensibilizou Salmonella Enteritidis (11,5 e 2,1), e a bactéria
mais resistente foi Staphylococcus aureos (5,2 e 0,1) (Grafico 2).

Diferentes acessos apresentaram atividade antibacteriana distinta, em ambas
as estruturas vegetais, provavelmente relacionadas com solo, clima, disponibilidade
de fitonutrientes e varietal, influenciando os teores do composto relacionado a

atividade antimicrobiana.
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3.2Presenca ou auséncia de desestressores/ desinibidores bacterianos

na atividade antibacteriana
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Gréfico 3- Andlise da presenca ou da auséncia de desestressores / desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana de extrato alcoolico de célices de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), em dois
acessos, independente dos fatores tempo de confrontac¢éo, considerando espécies bacterianas.

Os valores de IINIB (sem desestressores/ bacteriostasia/ inibicdo) tém
diferenca significativa se relacionado aos valores de IINAB (com desestressores/
desinibidores/ bactericidia) (Grafico 3) para o extrato alcodlico de célices, em ambos
0S acessos, independentes do tempo de confrontacdo, ou seja, este extrato teve
uma acao bacteriostatica maior do que bactericida.

Os maiores valores de IINIB e IINAB, de ambos 0s acessos, correspondem a
bactéria Salmonella Enteritidis. Os menores valores de IINIB do acesso Palmares do
Sul/RS e Porto Alegre/RS sao de Escherichia coli, jA os menores valores de IINAB,

Staphylococcus aureus, em ambas as localidades (Grafico 3).
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Gréfico 4- Andlise da presenca ou da auséncia de desestressores/ desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana do extrato alcodlico de frutos com sementes de Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco), em dois acessos, independente dos fatores tempo de confronta¢éo, considerando espécies
bacterianas.

Os numeros arbitrarios do [INIB e IINAB do acesso Palmares do Sul/RS
encontram-se maiores do que os do acesso Porto Alegre/RS fato que pode ser
atribuido ao solo, clima e constituintes quimicos antimicrobianos especificos de cada
local (Grafico 4).

O IINAB de Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus foi zero,
indicando a prevaléncia da atividade bacteriostatica. Os valores de Escherichia coli
acesso Palmares do Sul/RS (tanto para IINIB quanto IINAB) foram os mesmos (12) e

no acesso Porto Alegre/RS, Enterococcus faecalis (0,3) também (Grafico 4).
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3.3Teor de polifendis totais e antocianinas e a atividade antimicrobiana
dos extratos alcodlicos das diferentes estruturas de Hibiscus
sabdariffa L. (hibisco)
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Grafico 5 — Analise da quantidade de polifendis totais e antocianinas nos extratos alcodlicos das
diferentes estruturas vegetais do Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), independente acesso.

O extrato alcodlico de calices do hibisco apresentou quantidades superiores e
significativas de polifendis totais e antocianinas quando relacionados ao extrato
alcoolico de frutos com sementes. Igualmente, esta constatacédo foi feita na atividade
antibacteriana. Existe, possivelmente, uma relacdo entre a quantidade de
antocianinas e a atividade antibacteriana nas estruturas vegetais estudadas (Grafico
5).
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APENDICE A - Laudo de Identificac&o Botanica — Hibiscus sabdariffa L.

(MALVACEAE)
Familia Nome Nome Habito Habitat | Origem | N°ICN
Botanica Cientifico | Popular
MALVACEAE | Hibiscus | Vinagreira, | Arbustivo | Quintal | América | 165038
sabdariffa | azedinha 165039
L.

Fonte: Marodin (2010)

MATERIAL EXAMINADO:

Nome Cientifico: Hibiscus sabdariffa L.

Material examinado: Hibiscus sabdariffa: ARGENTINA. Corrientes, dep.
Mburucuya, 3.V.1964, A. Krapovickas y C.L. Cristébal 11423. BRASIL. RIO
GRANDE DO SUL, Viaméao, Centro Agricola Demonstrativo (CAD), 9.111.2004, V.F.
Kinupp 2908. Palmares do Sul, 28. V. 2010, J.M. Wiest ICN (165038); Porto Alegre,

Lami, 11.V1.2010, Vera Lucia ICN (165039).
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