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RESUMO — O hibisco (Hibiscus sabdariffa) possui origem na Asia, muito
cultivado no Brasil e explorado pela medicina popular. A flor do hibisco e suas
sementes apresentam um grande potencial a ser explorado visto a presenca de
compostos com propriedades bioativas. O presente trabalho buscou comparar a
eficiéncia de diferentes sistemas de extracdo de compostos antioxidantes atraves
da quantificacdo de compostos fendlicos totais (FT) e da determinacdo da
atividade antioxidante in vitro (AA) em extratos de flor de hibisco in natura, flor
de hibisco desidratada e sementes de hibisco desidratada, avaliando sistemas de
solventes (acetona : &gua 80% v/v e metanol contendo 0,1% de HCI) e
mecanismos de extracdo (ultrassom e geladeira com agitacdo magnética). A
determinacdo de FT foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e a AA pelos
métodos de captura de radicais livres DPPH e de reducdo do ferro (FRAP). Para
amostras da flor in natura, os resultados ndo diferiram estatisticamente para FT e
AA em ambos 0s mecanismos de extracdo, independentemente do solvente
aplicado. Para as amostras de flor desidratada e semente, pode-se indicar a
acetona 80% como o solvente mais eficiente independente do mecanismo de
extragdo para FT e AA. Notou-se ainda que a flor desidratada apresentou os
maiores valores de FT e AA em relacdo as demais amostras. Portanto, para todas
as amostras o0 solvente mais indicado para determinacdo de FT e AA foi a acetona
80%, ndo havendo distin¢do entre 0os mecanismos de extracao.

1. INTRODUCAO

O grande interesse em antioxidantes naturais a partir de fontes vegetais tem crescido
extensivamente nos ultimos anos, principalmente por compostos que podem estar
relacionados com a prevencdo de doencas. O Hibiscus sabdariffa, conhecido por hibisco,
apresenta-se como uma planta com alta perspectiva para produtos nutracéuticos, devido a
presenca de componentes com atividade antioxidante, como os compostos fenolicos (PATEL,
2014).

O hibisco € uma planta pertencente a familia Malvaceae, descrita como uma planta
anual, (AJAY et al., 2007; GUARDIOLA; MACH, 2014; PATEL, 2014; ROCHA et al.,
2014; SINDI et al., 2014) espessa, atingindo uma altura de até 2,4 m (ALARCON-AGUILAR



et al., 2007; IYARE et al., 2010; OKOKO; ERE, 2012; SINDI et al., 2014). Planta tropical
nativa na India e Malésia, o hibisco cresce amplamente nas regides tropicais e subtropicais de
ambos os hemisférios e tornou-se naturalizado em varias regides das Américas (ALARCON-
AGUILAR et al., 2007; RAMIREZ-RODRIGUES et al., 2012).

Muito popular na Africa Ocidental e Sul da Asia, as flores do hibisco sdo utilizadas
para fazer chés, apresentando um sabor amargo com aroma carateristico, sendo também
comercializadas sob a forma de geleias, bebidas (LIN et al., 2012; AHMED; ABOZED, 2014;
PATEL, 2014; SINDI et al., 2014), molhos, compotas, doces, entre outros. O extrato de
hibisco quando consumido com moderacgdo nao produz efeitos toxicos e € seguro. Introduzido
no setor de alimentos, o hibisco vem sendo utilizado como fibra dietética, antioxidante e
corante (PATEL, 2014; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

Em um nlmero crescente de paises, o Hibiscus sabdariffa tem sido utilizado
extensivamente na medicina popular para o tratamento de varias doencas (ALI et al., 2005).
Recentemente, estudos mostram que os extratos de hibisco possuem propriedades que podem
desempenhar papel fundamental na prevencdo de doencas cronicas, como hipertensdo,
reducdo de doenca hepética, doencas cardiovasculares, aterosclerose e diabetes. Outros
estudos, mostram a reducdo do colesterol, podendo atuar como anticancerigeno,
antimutagénico e antiproliferativo (SINDI et al., 2014).

Estudos sobre a caracterizacdo completa dos componentes com atividade antioxidante
e ensaios clinicos adequados, podem ampliar o ambito de aplicagcbes do hibisco. O uso
adequado desta planta pode promover o desenvolvimento de uma ampla linha de alimentos
funcionais benéficos a saide (PATEL, 2014).

Portanto, o presente trabalho visa comparar a eficiéncia de diferentes sistemas de
extracdo de compostos com capacidade antioxidante através da quantificacdo de compostos
fenolicos totais (FT) e da determinacdo da atividade antioxidante in vitro (AA) em extratos de
flor de hibisco in natura (FI), flor de hibisco desidratada (FD) e sementes de hibisco
desidratadas (SD), avaliando sistemas de solventes (acetona 80%; metanol 0,1% HCI) e
mecanismos de extracdo (1 hora em ultrassom; 1 hora com agitacdo magnética em geladeira).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo da Amostra

As flores com sementes de hibisco foram coletadas em Florianopolis-SC, sendo
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em caixa isotérmica. Apos o recebimento
no laboratorio, parte das amostras foi desidratada em estufa com circulacdo forcada de ar
(modelo Fabbe 170, Séo Paulo, Brasil) em temperatura de 60 °C, durante 12 horas. As flores
desidratadas, flores in natura e sementes desidratadas foram trituradas separadamente em
moinho de bancada (IKA modelo A49, SP, Brasil) e armazenadas em temperatura de -18 + 2
°C (freezer doméstico modelo biplex 380 litros, Sdo Paulo, Brasil), ao abrigo da luz até o
momento da andlise. Para a flor de hibisco in natura, uma massa de 5,0 g da amostra foi
adicionada de 40 mL de solvente. Para o hibisco desidratado utilizado 0,5 g e 50 mL de
solvente. Para a semente de hibisco, foram adicionados 50 mL de solvente em 1g da amostra.
Em seguida, as amostras entdo submetidas a dois métodos de extracdo. O primeiro em acetona
80%v/v e o segundo em metanol com 0,1% de HCI, sendo mantidos em dois sistemas de
extracdo, ultrassom (modelo USC-1400, Unique, S&o Paulo, Brasil) e geladeira (modelo



biplex 380 litros, Consul, Sdo Paulo, Brasil) com agitacdo magnética (modelo 765A, Fisatom,
Séo Paulo, Brasil), ambos por 1 hora.

2.2. Reagentes

Todos os reagentes foram de grau analitico. Para as andalises foram utilizados reagente
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) obtidos da Sigma
Aldrich (Santa Ana, E.U.A.). Os reagentes Folin e Ciocalteu foram obtidos da Sigma Aldrich
(Santa Ana, E.U.A.) e &gua deionizada (deionizador MilliQ, Millipore, Bedford, E.U.A.). Os
reagentes acido gélico, acido ascérbico, carbonato de soédio, cloreto férrico e os solventes
metanol, acetona e acido cloridrico foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

2.3. Quantificacdo do Conteudo de Fendlicos Totais

O conteudo total de compostos fendlicos foi determinado de acordo com o método de
reagente Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), onde uma aliquota de 100 puL do
extrato da amostra, foi adicionada de 4 mL de agua deionizada e posteriormente adicionado
0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, agitado com vigor. Depois de 30 segundos e antes de
8 minutos, foi adicionado 1,5 mL de solucdo de carbonato de sodio 20% em baldo
volumétrico de 10 mL, agitando com vigor e completando-se o volume com agua deionizada.
Apos, os baldes foram colocados em ambiente escuro por 2 horas em temperatura ambiente.
Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda 765 nm em
espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath, Stockport, Cheshire,
UK). Os resultados foram expressos em mg equivalentes em é4cido gélico (EAG) por 100 g*
flor in natura / flor desidratada / semente desidratada.

2.4. Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Sequestro do
Radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos antioxidantes
presentes nos extratos em sequestar o radical estavel DPPH de acordo com o método descrito
por Brand Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacbes de Rufino et al., 2007, onde
um volume de 2,9 mL do radical DPPH (100 umol) foi adicionado em cubetas de vidro. Em
seguida, a leitura da absorbancia do radical foi realizada em espectrofotdmetro modelo
Spectro Vision SB 1810-S no comprimento de onda 515 nm. Posteriormente, foi adicionado
100 pL do extrato a cubeta contendo o radical DPPH e este permaneceu ao abrigo da luz por
30 minutos. Em seguida foi realizada uma nova leitura da absorbéncia. Através da
interpolagdo da porcentagem de inibi¢do final do radical DPPH em curva padrdo de &cido
ascorbico. Os resultados foram expressos em pmol de atividade antioxidante equivalente ao
4cido ascorbico (EAA) por 100 g™ de flor in natura/ flor desidratada/ semente desidratada.

2.5. Determinacdo da Atividade Antioxidante in vitro pelo Método de
Reducéo do Ferro (FRAP)

A avaliacdo do potencial redutor de ferro (FRAP) foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996). Um volume de 0,2 mL de solugdo de cloreto



férrico 3 mmol foi adicionado a um tubo de ensaio de 10 mL. Em seguida, 0,2 mL do extrato
da amostra, foi adicionado ao tubo de ensaio, homogeneizado em vortex (modelo QL-901,
Biomixer, Sdo Paulo, Brasil), acondicionado em banho Maria (modelo 550, Fisatom, S&o
Paulo, Brasil) a 37 £ 2°C por 30 minutos, seguido de adigéo de 3,6 mL de solugédo de TPTZ,
agitacdo e tempo de reacdo de em temperatura ambiente por 10 minutos e leitura da
absorbancia em espectrofotdbmetro modelo Spectro Vision SB 1810-S no comprimento de
onda 620 nm. Os valores de potencial de reducdo foram calculados através da interpolacéo da
absorbancia final em curva padrdo de &cido ascorbico e expressos em pmol de atividade
antioxidante equivalentes ao acido ascorbico (EAA) por 100 g de florin natura/ flor
desidratada/ semente desidratada.

2.6 Analise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e para identificar diferencas significativas
entre as médias, foram utilizadas as analises de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey pelo
software gratuito Assistat 7.7 beta. Diferencas entre as médias no nivel de 5% (p<0,05) foram
consideradas significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Conteldo de Fenolicos Totais

De acordo com a Tabela 1, observa-se que para a flor in natura e para a semente
desidratada, ndo houve diferenca significativa entre os mecanismos de extragéo, independente
do solvente utilizado. Ja para a flor desidratada, foram encontradas maiores concentracdes de
fendlicos totais em relacdo as demais amostras, onde independente do mecanismo de
extracdo, a acetona 80% se mostrou o solvente mais eficiente para extracdo (1835,55 e
1770,16 EAG 100 g™ em geladeira e ultrassom, respectivamente).

A partir dos dados obtidos, observa-se que para a extracdo dos compostos fenolicos em
flor desidratada, o solvente acetona 80% apresentou maior eficiéncia, decorrente
provavelmente da maior afinidade dos compostos da amostra com o solvente. Ja para a flor in
natura e semente desidratada ndo foi possivel indicar o melhor solvente nem o melhor
mecanismo de extracdo. Entretanto, estes dados permitem indicar o solvente acetona 80%
como o mais eficiente para a extracdo de compostos fenolicos nessas trés matrizes distintas,
independente do mecanismo de extragao.



Tabela 1 — Contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro em flor de hibisco in
natura/ flor desidratada/ semente desidratada com diferentes solventes e métodos de extracéo

Planta Sistema de Solvente Fendlicos FRAP** DPPH**
Extracéo totais*
FI Geladeira Acetona 140,94+5,75¢ 610,84+14,99°" 1297 ,57+48,36°

Ultrassom  Acetona 141,11+5,66° 669,68+18,13°" 1198,81+51,74¢
Geladeira Metanol 135,80+2,32° 383,48+18,48" 967,24+12,77°
Ultrassom Metanol 132,93+3,17° 605,23+22 52 866,03+59,21°
FD Geladeira ~ Acetona  1835,55+98,08°  6119,85+346,74%°  8942,46+390,87
Ultrassom  Acetona  1770,16+87,66®  6011,71+95,64°  8438,69+541,05%
Geladeira Metanol ~ 1675,65+94,09°  6216,43+105,02° 8218,86+259,01%
Ultrassom Metanol  1466,58+35,56°  5473,03+97,85°  7497,05+361,05
SD Geladeira  Acetona  435,81+27,09°  1735,51+49,60°  3430,75+239,73°
Ultrassom  Acetona  419,00+16,43"  1638,60+86,44°  2895,96+181,73°
Geladeira Metanol ~ 559,15+29,42°  1194,94+16,74° 689,93+16,07°
Ultrassom Metanol ~ 513,52+12,82¢ 818,03+29,46° 783,91+2,36°

Resultados expressos em média + DP de trés repeticdes. * Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica (p<0,05) pelo Teste de Tukey. *Valores expressos em mg EAG 100g™ de
flor in natura/ flor desidratada/ semente desidratada. ** Valores expressos em pmol EAA 100g™ de flor in
natura/ flor desidratada/ semente desidratada.

3.2. Atividade Antioxidante in vitro

Em relacdo a capacidade dos extratos em reduzir o ferro, medida pelo método FRAP, a
flor in natura, ndo apresentou diferencgas significativas entre os mecanismos de extragdo
independente do solvente utilizado. Ja a flor desidratada apresentou maiores valores de
atividade antioxidante em relagdo as demais amostras utilizando o solvente acetona 80% em
ambos 0s mecanismos de extracdo (6119,85 e 6011,71 pmol EAA 100 g™ em geladeira e
ultrassom, respectivamente) e metanol 0,1% HCI com extragdo em geladeira (6216,43 pmol
EAA 100 g).

Para a semente desidratada, ndo houve diferenca significativa entre 0s mecanismos de
extracdo, quando utilizado o solvente acetona 80%. Entretanto, observou-se diferenca
significativa entre os mecanismos de extracao quando utilizado o solvente metanol 0,1% HCI.
Neste caso, pode-se indicar como o melhor solvente de extracdo a acetona 80%, pois
apresentou valores estatisticamente maiores em relagdo ao solvente metanol 0,1% HCI.

De maneira geral, pode-se indicar, portanto, o solvente acetona 80% como o solvente
mais eficiente na extracdo de compostos com atividade antioxidante determinada pelo método
FRAP em todas as amostras analisadas, ndo havendo dependéncia do mecanismo de extrag&o.

Ja em relacdo a atividade antioxidante pelo método de DPPH, a flor in natura,
novamente ndo apresentou diferenca significativa entre 0s mecanismos de extracdo
independente do solvente utilizado. Ja a flor desidratada novamente apresentou maiores
valores de atividade antioxidante em relagdo as demais amostras utilizando o solvente acetona
80% em ambos 0s mecanismos de extracdo (8942,46 umol e 8438,69 pmol EAA 100 g™ em
geladeira e ultrassom, respectivamente) e metanol 0,1% HCI com extragdo em geladeira
(8218,86 pmol EAA 100 g™). Para a semente desidratada, houve diferenca significativa entre



o0s solventes de extracdo, porém, novamente a acetona 80% pode ser indicada como o solvente
mais eficiente para a extracdo independente do mecanismo de extragéo utilizado.

Assim, pode-se indicar o solvente acetona 80% como o solvente mais eficiente na
extracdo de compostos com atividade antioxidante determinada pelo método DPPH em todas
as amostras analisadas, independente do mecanismo de extracéo utilizado.

Para todas as amostras analisadas, os dados mostram que nao foi possivel identificar o
melhor mecanismo de extracdo de compostos com atividade antioxidante determinada pelo
método FRAP e DPPH, ambos os mecanismos, ultrassom e geladeira com agitacdo magnética
foram eficientes.

4. CONCLUSAO

Na avaliacdo final das amostras, podemos concluir que o solvente mais indicado para
determinacdo de fenolicos totais e atividade antioxidante pelo método FRAP e DPPH é a
acetona 80%. Ja em relagdo ao mecanismo de extracdo, observou-se que este ndo apresentou
influéncia significativa sobre a extracdo de compostos com atividade antioxidante, podendo
ser adotado qualquer um dos mecanismos propostos neste trabalho.

Por fim, notou-se ainda que a flor desidratada apresentou os maiores valores de
fendlicos totais e atividade antioxidante em ambos 0s mecanismos e solventes utilizados em
relacdo as demais amostras. Estes resultados mostram que o processo de desidratagdo possui
uma grande influéncia no conteddo de compostos bioativos e atividade antioxidante do
hibisco, fortalecendo a proposta de que o uso de produtos desidratados pode ser benéfico a
saude.
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