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RESUMO

O Hibiscus rosa-sinensis L. é uma planta originaria da India, Sulddo e Malasia, que
posteriormente foi levada a outros continentes. As plantas medicinais sdo utilizadas ha milhares de anos
pela humanidade e este setor vem crescendo no Brasil e no mundo. Dessa forma, o presente trabalho é
importante, pois apesar do hibisco ser popularmente utilizado na forma de chas, ainda ndo ha muito
embasamento cientifico quanto sua acdo emagrecedora, hipoglicemiante e, como forma de prevencéo
para algumas inflamacdes e hipertensdo. O estudo foi dividido em coleta da amostra, preparacdo do
material vegetal, extracdo de metabodlitos com diferentes solventes de polaridades distintas, para
posterior identificacdo de possiveis classes afins e, atraves dos testes fitoquimicos encontrar uma forma
de elucidacdo entre as classes de metabdlitos primarios e secundarios presentes e seu possivel efeito no
metabolismo humano, juntamente com a discussdo dos mecanismos de identificagdo. As classes de
metabdlitos identificadas nos testes fitoquimicos foram carboidratos, catequinas, &cidos organicos,
esteroides e triterpenoides, aminoécidos, saponinas e taninos. A diferenca de polaridade dos solventes
extraiu variadas classes de metabolitos das flores de Hibiscus rosa sinensis L. As regides polares ou
apolares das moléculas atraem positiva, ou negativamente outras moléculas, quando os extratos sdo
submetidos ao sistema de refluxo. A literatura ndo é clara quanto ao mecanismo dessas reacdes de
identificacdo das classes de metabdlitos primarios e secundarios, entdo alguns mecanismos detalhados
das classes identificadas foram propostos, de acordo com a identificacdo das classes presentes nos
extratos. Dessa forma, com seus mecanismos propostos e ponderados é possivel conceber uma

contribuigdo para futuras pesquisas na area.

PALAVRAS-CHAVE: Hibiscus rosa-sinensis L., caracteriza¢do fitoquimica e mecanismos de
reacao.



ABSTRACT

Hibiscus rosa-sinensis L. is a plant originally from India, South Sudan and Malaysia, which was
later taken to other continents. Medicinal plants have been used for thousands of years by humans and
this sector has been growing in Brazil and worldwide. Thus, the present work is important because,
although the hibiscus is popularly used in the form of teas, there is still not much scientific basis
regarding its weight loss, hypoglycemic action and its use as a form of prevention for some
inflammations and hypertension. The study was divided into sample collection, preparation of plant
material, and extraction of metabolites with different solvents of different polarities for subsequent
identification of possible related classes. In addition, it aimed to elucidate classes of the primary and
secondary metabolites present through phytochemical tests and investigate their effects and possible
effect on human metabolism, together with the discussion of identification mechanisms. The classes of
metabolites identified in the phytochemical tests were carbohydrates, catechins, organic acids, steroids
and triterpenoids, amino acids, saponins and tannins. The polarity difference of the solvents extracted
various classes of metabolites from the flowers of Hibiscus rosa sinensis L. The polar or nonpolar
regions of the molecules positively or negatively attract other molecules when the extracts are subjected
to the reflux system. The literature is unclear as to the mechanism of these reactions identifying the
primary and secondary metabolite classes; therefore, some detailed mechanisms of the identified classes
have been proposed, according to the identification of the classes present in the extracts. Thus, with the
proposed and considered mechanisms, it is possible to conceive a contribution to future research in the

area.

Keywords: Hibiscus rosa-sinensis L., phytochemical characterization, mechanisms reactions.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ESPECIE DE HIBISCO UTILIZADA NA PESQUISA (HIBISCUS SABDARIFFA.) .vveiveeeuveesreesseesisessseesseassesssessssesssesssseenn 13
FIGURA 2 - VARIAGAO DA ESPECIE DE HIBISCO. ..veeuvtiiirerieeeniteeiieesitessteeesttessteeesuaessseeessseessseesssesssseesssesssseesssesssessssesssseens 14
FIGURA 3- VARIAGAO DA COR DAS PETALAS DE HIBISCO. .e.uvvteutierrieeniieseeeenitesssteesiteesseeesuseesseeesssesssseesssesssseesssesssseessessseens 14
FIGURA 4 - ESPECIE HIBISCUS ROSA-SINENSIS L. +veeuvvteiureeeuesestreeetseesseessseessseassseessseessseessseessseesssessssessssessssesssessssessnsesssseenn 14
FIGURA 5 - VARIAGAO DA COR DAS PETALAS DE HIBISCO. ...vveeeiuriieiniieeesireeessiieeessereeesuseesssaseeesssnesssnsseessnssesesnsssesssssenessns 15
FIGURA 6 - VIA DE OBTENGAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS. ..c.uvvtetrerteeerttesnteeessaeesseeessseesseeesssesssssessseessesssessseessesssseens 17
FIGURA 7 = ACIDOS ORGANICOS. ...vuviviveieeaeeessseseesesessesasssasesesesssesesesesessssssasasssasssssesesessssssssassasssssesasesesessssssssssssssasssans 18
FIGURA 8 - MOLECULAS DE GLICOSE, LACTOSE, SACAROSE E OUTROS POLISSACARIDEOS. ... uvveeeeurieernrreeesrreeesnareeesnsssessssseeesnns 19
FIGURA O — EPIGALOCATEQUINA. . uutteeeiuttteeesuteeesautteessutteeeesteeesausteessubaeesastetesaaseeessasseeeaasteeesansteessaseeeeansbeeesansseessaseeanann 20
FIGURA 10 - TERPENOS. ..eeuteteuteesresesseestessnseesssesansassssesenssesnsesesssssnsssesssssnsssesssssnsssesssesssssssssesssseesssesssseesssesssessnsessssees 21
FIGURA 11 - ESQUEMA DE FORMAGAQ DE PROTEINAS. ..vvvuvuvururessrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnnnnne 22
FIGURA 12 - ESQUEMA GERAL DE UMA SAPONINA. «...vveeeiutteeeesureeesssteeesuseesassseeesssssesssnssessssssesesssssesssssseessssseessnsssessssseesnns 23
FIGURA 13 - ESTRUTURA GERAL DE UM TANINO. 1euvttetreeueeertresseeessseesseeesseesnsesessssessssesssesssssesssesssessssesssesssessssessssessssees 24
FIGURA 14 - IMAGEM DO SISTEMA DE REFLUXO UTILIZADO PARA REALIZAGAO DOS EXTRATOS. .eeeeuvrreeerurreeesnreeessreresssssessssnseeeens 27
FIGURA 15 - EXTRATOS APOS FILTRAGAD. ..1vvuvuturururerussrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnsnsssnsnsnsnnnne 27
FIGURA 16 - REAGAO POSITIVA PARA O TESTE DE ACIDOS ORGANICOS. 1.veeuvrierurersureenireesseeesseeesseeesseesseessseessseesssessssessssesssneens 35
FIGURA 17 - REAGAO DE DESIDRATAGAO E REARRANJO DE CARBOIDRATO. ..vveuvrerureerureesseeesseeesseeessessseessseessesssessssessssesssseess 36
FIGURA 18 - MECANISMO DA REAGAO DE DESIDRATAGAO E REARRANJO DO CARBOIDRATO. ..vveeeeurrrernurresesnreeesnsreeesssssessssnseeenns 36
FIGURA 19 - CONDENSAGAO ENTRE HIDROXIMETILFURFURAL E O ALFA-NAFTOL. 1uvvteruveenureerureesueeesseesiseesseessseesssesssseesssessneens 37
FIGURA 20 - MECANISMO DA REACAO DE CONDENSAGAO ENTRE O ALDEIDO E DUAS MOLECULAS DE ALFA-NAFTOL. ..vvvvvveveveverennnnns 38
FIGURA 21 - REAGAO GERAL ENTRE UMA CATEQUINA E VALINA EM MEIO ACIDO.....veeeuviereieeeeeesuieeesseresesnsseeesssseeessssesssnsseeenns 39
FIGURA 22 - MECANISMO DE REAGAO ENTRE UMA CATEQUINA E VALINA. ....eeuteeuteerureenteeesureesueeesseesuseesmseesseeesmseessseessseessseens 39
FIGURA 23 - OUTROS POSSIVEIS PRODUTOS DA REAGAD....uvuvuvurererererererersrersssssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 40
FIGURA 24 - MECANISMO DE REAGCAQ DO TESTE PARA ESTEROIDES E TERPENOIDES . ...uuueeeeeerrruieeeeererrrnnnieeeeersrsssnnnesesssssssnnnnenees 41
FIGURA 25 - REACAO ENTRE AMINOACIDOS E NINHIDRINA. ...evvuueeteeerettttieeeeesereesnieeeeesssssssneeesssssssssmesesssssssssmesessssssssninenens 42
FIGURA 26 - FORMACAO INICIAL DE IMINA ENTRE A NINHIDRINA E O AMINOACIDO. .vvvuvvvuverererererersssressssssssssssssssssssssssssssssssssnens 43
FIGURA 27 - DESCARBOXILACAO DO AMINOACIDO CONECTADO A NINHIDRINA. 1.vuvvvuvererererererersresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 43
FIGURA 28 - LIBERACAO DA UNIDADE DE ALDEIDO A PARTIR DO INTERMEDIARIO DESCARBOXI-IMINA. .....uuvvvvrerrrnrnrnnnrnrnrnrnsnnnnnnnns 44
FIGURA 29 - ACOPLAMENTO DO INTERMEDIARIO 2-AMINO-NINHIDRINA COM UMA SEGUNDA MOLECULA DE NINHIDRINA. ............. 44
FIGURA 30 - MECANISMO DA REACAO DE COMPLEXACAO COM FE3 ...nviiiiiei et et st st see sttt eae e ee e s e ere et esnesenesnesnesae 45
FIGURA 31 - MECANISMO DA REAGAO DE ACOPLAMENTO OXIDATIVO INDUZIDA POR FE3* L...oviviiiiieieiceeetcseee e 46

FIGURA 32 - ESPUMA FORMADA NO TESTE DE SAPONINAS. .....ovttttieriieimtreretesesennnrerereeesesanrennresesesanneneresesesansnnneresesssannnnnene 47



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - RELAGAO ENTRE MASSA DE FLOR E VOLUME ADICIONADO DE SOLVENTE.

TABELA 2 - PROSPECCAO FITOQUIMICA DAS FLORES DE HIBISCO PARA EXTRATOS DE METANOL.
TABELA 3 - PROSPECCAO FITOQUIMICA DAS FLORES DE HIBISCO PARA EXTRATOS DE ACETATO DE ETILA.

TABELA 4 - PROSPECGAO FITOQUIMICA DAS FLORES DE HIBISCO PARA EXTRATOS DE HEXANO.

26
32
33
33



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Espécie

2.2 Metabdlitos secundarios
2.3 Acidos organicos

2.4 Carboidratos

2.5 Catequinas

2.6 Esteroides e terpenoides
2.7 Proteinas e Aminodcidos
2.8 Saponinas

2.9 Taninos

2.10 Otimizacgdo e determinagdo de compostos fitoquimicos
3 OBIJETIVO

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengdo do material vegetal

4.2 Obtencdo dos extratos

4.3 Triagem fitoquimica dos extratos vegetais
4.3.1 Acidos organicos

4.3.2 Carboidratos (Reagdo de Molish)

4.3.3 Polissacarideos

4.3.4 Aminoacidos (Reacdo de Ninhidrina)
4.3.5 Taninos

4.3.6 Catequinas

4.3.7 Derivados de benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas
4.3.8 Flavonoides

4.3.9 Glicosideos cardiacos

4.3.10 Esteroides e triterpenoides

11

13

13

16

18

18

19

20

21

22

23

25

25

26

26

26

28

28

28

28

28

29

29

29

29

30

30



4.3.11 Depsideos e depsidonas
4.3.12 Derivados de cumarina
4.3.13 Saponinas espumidicas

4.3.14 Alcaloides

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem fitoquimica dos extratos obtidos
5.2 Acidos organicos

5.3 Carboidratos

5.4 Catequinas

5.5 Esteroides e terpenoides

5.6 Aminodcidos.

5.7 Taninos

5.8 Saponinas
6 CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

30

30

31

31

32

32

35

36

38

41

42

45

46

48

49



11

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao utilizadas ha milhares de anos pela humanidade. No entanto,
constituem um elo fragil dentro do contexto terapéutico, tanto pela regulamentacao, ainda em
construgéo, como pelo uso indiscriminado por sua taxagéo errada de inocuidade. O crescimento
constante do setor é notdrio, tanto no Brasil quanto a nivel mundial. A Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) estima que aproximadamente 25% dos medicamentos disponiveis atualmente
no mercado sejam derivados de principios ativos vegetais, de maneira direta ou indireta. Este
mercado movimenta em torno de US$ 44 bilhdes no mundo e, no Brasil, 0 segmento gira entre
US$ 350 e US$ 550 milhdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

A prética fitoterapica € definida como a terapéutica baseada no uso de plantas
medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas sem o uso de substéncias ativas isoladas.
A planta medicinal, em um carater mais abrangente, ¢ considerada como toda “espécie vegetal,
cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos” [Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2013)], logo, é a base para as mais diversas formas de uso da fitoterapia,
desde plantas frescas, secas, rasuradas, maceradas, trituradas, ou ainda elaboradas
magistralmente ou industrialmente. Os medicamentos fitoterapicos, por sua vez, sao aqueles
obtidos exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais, sem adi¢do de substancias ativas
isoladas, nem as associacOes dessas com extratos vegetais e, assim como todos o0s
medicamentos, devem oferecer qualidade, comprovacdo de seus efeitos terapéuticos,
composicao padronizada e seguranca de uso.

Em 2006, o Governo Federal anunciou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Produtos Fitoterapicos como um incentivo as pesquisas objetivando o uso seguro e racional dos
produtos a base de plantas pela populacdo brasileira (BRASIL, 2006). Neste contexto, foi
publicada uma lista de 71 espécies de plantas tradicionalmente utilizadas no Brasil (RENISUS)
e que o Ministério da Salude considera promissoras como fitomedicamentos a ser prescritos e
dispensados pelo programa de satide governamental - SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Como as plantas de maneira geral sdo de facil acesso a populacéo, ha registros de casos
graves de intoxicacdo, podendo chegar a 6bito, devido ao consumo em excesso ou indevido de
algumas plantas e seus extratos, que por serem naturais, ndo recebem a devida atengdo quanto
a sua toxicidade (CAVALINI, 2005). O fator limitante para o uso consciente é a validacédo
cientifica farmacologica, bem como a avaliacdo toxicologica. Tal interesse embasa 0 projeto

proposto.
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O hibisco é popularmente utilizado, mas ainda ndo apresenta muito embasamento
cientifico no Brasil que justifique a a¢do hipoglicemiante e emagrecedora atribuida a ele. H4
pesquisas internacionais que comprovam sua acao para esses fins, incluindo reducéo do risco
de hipertensdo e alguns tipos de inflamagdes. (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; MOJICA,
2012). Pesquisas anteriores, realizadas no laboratorio de bioquimica da UFLA, revelaram que
esta planta apresenta um excelente potencial de inibi¢do da enzima a-amilase pancreética in
vitro (COSTA et al., 2015).

A maior parte das biomoléculas séo derivadas de hidrocarbonetos, que contém atomos
de hidrogénios que podem ser substituidos de forma a gerar varios grupos funcionais e, cada
um deles conferem propriedades fisico-quimicas distintas as moléculas. Muitas dessas
moléculas, por sua vez, podem se apresentar polifuncionais, sendo portanto de suma
importancia a localizacdo na molécula e disposicao tridimensional para uma caracterizacdo da
“personalidade” quimica do composto analisado (NELSON; COX, 2014).

A inibigdo da a-glicosidase poderd acarretar em um sinergismo da atividade inibitoria e
elucidar o possivel mecanismo de acdo. A caracterizacdo quimica pela triagem fitoquimica,
colaborard com o conhecimento das possiveis moléculas inibidoras. Na alopatia, a acarbose ja
é utilizada com esta funcdo. Recentemente tem sido atribuida a inibicdo das enzimas glicoliticas
a-amilase e a-glicosidase o efeito preventivo do diabetes mellitus tipo 2 (DA-COSTA-ROCHA
etal., 2014; HU, 2015).



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécie

Fonte: Do autor.

O hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L. e Hibiscus sabdariffa) possui mais de 300
variagdes, como pode ser observado nas Figuras 1, 2, 3, 4 e 5. E uma planta medicinal, da
familia das Malvaceae, originaria da india, do Sud3o e da Malasia, que foi, posteriormente,
levada para a Africa, Sudeste da Asia, Europa e América Central. E conhecida por diversos
nomes de acordo com sua regido de incidéncia, dentre eles, azedinha, caruru-da-guiné, cha-da-
Jamaica, papoula, quiabo azedo, quiabo-de-angola, rosélia e vinagreira. E um arbusto hibrido,
perene, de tronco lenhoso ereto, que pode atingir de 2 a 3m de altura, sendo cultivada devido
ao interesse em suas folhas, flores, sementes e fibras, que sdo utilizados na alimentacéo de
animais, como fonte de fibras para a industria de tecido e papel, para preparar bebidas com fins
culinarios e medicinais (CHIN et al., 2016; MUKHTAR, 2007; SILVA; WIEST; CARVALHO,
2016).
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Figura 2 - Variacdo da espécie de Hibisco.

5 = ~

Fonte: Do autor.

Figura 3- Variacdo da cor das pétalas de Hibisco.

Fonte: Do autor.

Figura 4 - Espécie Hibiscus rosa-sinensis L.

Fonte: Do autor.
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As pétalas da flor de hibisco se apresentam nas cores amareladas, vermelhas, rosas ou
com centro escuro, como pode ser observado nas Figuras 1, 3, 4 e 5, e vém sendo utilizadas
para chas, infusbes, geleias, licores, sobremesas, bolos e saladas, devido ao grande
reconhecimento das plantas alimenticias ndo convencionais (PANC). Estas ndo fazem parte do
cultivo em escala e nem ao menos organizado, entretanto, iniciativas voltadas para o resgate e
preservacdo das mesmas, fez com que houvesse um avancgo no cultivo, instalacdo de bancos de
dados e multiplicacdo de material genético e um grande nimero de pesquisas relacionadas
(CHIN et al., 2016; EMBRAPA, 2019; SILVA; WIEST; CARVALHO, 2016).

Figura 5 - Variagdo da cor das pétalas de Hibisco.

Fonte: Do autor.

Trabalhos de analises fitoquimicas vém sendo realizados, pois essas flores apresentam
grande potencial nutricional, ja que sdo de baixo valor calérico e podem ser utilizadas
associadas nos tratamentos de obesidade, diabetes e as doengas crénico degenerativas. Além
disso, a obtencdo de nutrientes essenciais com substancias fitoquimicas podem ser consideradas
como um estilo de vida saudavel e apresentam um papel importante na prevengdo de algumas
doengas. Alguns estudos detectaram a presenca de flavonoides, entre eles: gossipetina,
hibiscitina e sabdaretina; riboflavinas, niacina e, acido ascorbico, em diferentes partes do
hibisco (CHIN et al., 2016; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; COSTA et al., 2015; MOJICA,
2012; SILVA; WIEST; CARVALHO, 2016).
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2.2 Metabolitos secundarios

Os metabdlitos secundarios séo intermediarios e produtos de reagdes do metabolismo,
e sdo restritos a pequenas moléculas. O termo secundario foi introduzido por Kossel em 1891,
implica que os metabdlitos primarios estdo presentes em todas as células e sdo de suma
importancia, ja os metabdlitos secundarios sdo derivagdes e ndo fazem parte da base molecular
dos organismos. A diferenca entre eles € ambigua, mas sabe-se que ambos sdo muito
importantes na parte estrutural das células e sdo considerados componentes de diferenciacéo
adaptativa (THIRUMURUGAN, 2018).

As funcbes dos metabdlitos secundarios incluem: transporte de nutrientes, comunicacao
entre organismos, agentes reprodutores e muitas outras varias funcdes como antimicrobiana e
antiparasitaria, inibidores de algumas enzimas e imunossupressores. Além disso, garantem a
continuidade do estado organizado (PEREIRA; CARDOSO, 2012; THIRUMURUGAN,
2018).

Os metabolitos secundarios sdo obtidos a partir do acido chiquimico e acetado, no
metabolismo da glicose, como podem-se observar na Figura 6. Do acido chiquimico derivam-
se o0s alcaloides de aminoacidos arométicos, cumarinas, taninos hidrolisiveis e
fenilpropanoides, estes possuem um anel aromético em sua estrutura. Do acetato originam-se
os esteroides, terpenoides, alcaloides alifaticos, &cidos graxos e trigliceridios. Alguns
compostos obtidos no metabolismo da glicose, geram radiciais livres, ja outros possuem a
funcdo de combaté-los (ACHKAR et al., 2013; PEREIRA; CARDOSO, 2012; VIEIRA, 2013)

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais pares de elétrons livres
na sua camada mais externa. Sdo altamente instaveis, podem reagir com compostos que
estiverem ao redor, se multiplicam facilmente e possuem uma vida curta. Podem ser impedidos
de dois modos: com agentes antioxidantes enddgenos ou exdgenos ou por oxirreducao, quando
dois radicais se ligam (PEREIRA; CARDOSO, 2012; VIEIRA, 2013).

Os metabolitos secundarios se destacam na area farmacéutica devido aos seus efeitos na
salde humana. Sdo muito utilizados também nas areas alimenticias, de perfumaria, agronémica,
entre outras, por possuirem uma marcante atividade bioldgica. As flores comestiveis possuem
comprovadamente muitos metabdlitos secundarios com grande propriedade antioxidante, o que
pode ser mais eficiente e barato para a industria farmacéutica. Os metabolitos secundarios com

propriedades antioxidantes sdo de suma importancia, uma vez que o organismo tenta a todo
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instante se proteger do estresse oxidativo e acumulos dos radicais livres, que geram danos

celulares, inclusive ao proprio DNA, contribuindo para o envelhecimento e o aparecimento de
diversas doencas (PEREIRA; CARDOSO, 2012; SILVA; WIEST; CARVALHO, 2016).

Figura 6 - Via de obtengdo de metabdlitos secundarios.
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2.3 Acidos organicos

Em se tratando de suas caracteristicas quimicas, os acidos organicos sdo formados por
atomos de carbonos, e 0 maior grupo deles sdo os acidos carboxilicos, possuindo o grupo
funcional carboxila (COOH). Séo classificados como acidos fracos em meio aquoso e com
elevado ponto de ebulicdo. Sdo amplamente usados na industria de alimentos como aditivos,
agentes de processamento, sdo adicionados para controlar a alcalinidade de muitos produtos
podendo agir como tampfes ou simplesmente como agentes neutralizantes. Como
conservantes, podem atuar desde agentes antimicrobianos até antioxidantes. Em produtos de
beleza podem ser utilizados como esfoliantes, provocando a descamacédo da pele e posterior
renovacdo celular (ACHKAR et al., 2013; FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2002;
SOLOMONS, 2015).

Em alguns estudos séo relatados altos indices de &cidos organicos em extratos de
Hibiscus sabdariffa, podendo ser encontrados até 24% de algum deles, a diferenca entre as
espécies, ndo alteram completamente as caracteristicas entre si (DA-COSTA-ROCHA et al.,
2014). Em uma revisdo bibliografica, DA-COSTA-ROCHA, 2014 apresenta algumas
moléculas de &cidos organicos presentes nas espécies de hibisco, e uma delas que é bem

caracteristica, que leva seu nome, como podemos ver a Figura 7.

Figura 7 - Acidos organicos.

o)
O. _OH O. _OH
o Y o o Y o Ho—4_oH
HO OH HO OH Hoﬁho
OH OH 0

OH O
Acido Citrico Acido 2-hidroxicitrico  Acido hibisco

Fonte: Do autor.

2.4 Carboidratos

A glicose é a principal biomolécula energética. Nos vegetais é armazenada na forma de
celulose e nos animais, na forma de glicogénio. Quando oxidada nas células gera energia na
forma de ATP, utilizada para realizagcdo dos mais diversos trabalhos (NELSON; COX, 2014).



19

Em muitos estudos é relatado altos indices de carboidratos nas plantas, em especial as
espécies de hibisco, que podem variar entre 10% a 65% nos extratos, a quantidade pode oscilar
de acordo com a espécie e a origem da planta e seu cultivo, bem como a parte que esta sendo
analisada (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). Alguns mondmeros de agucares ainda podem se
interligar em moléculas maiores, como pode-se observar na Figuras 8, estes estdo presentes nas

plantas de forma geral.

Figura 8 - Moléculas de glicose, lactose, sacarose e outros polissacarideos.

O. _OH
HO O -OH HO
HO" “OH HO" “OH
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a-Glicose b-Glicose
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Fonte: Do autor.

2.5 Catequinas

As catequinas sdo flavonoides, podendo ser considerados taninos do tipo condensado,
quando ligadas a mais moléculas dela mesma. Sao consideradas bons antioxidantes devido a
presenca dos fenois em sua cadeia, que podem perder hidrogénios facilmente. As catequinas

quando em presenca de radicais livres no organismo, logo reagem com eles, evitando assim que
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as celulas sadias possam ser oxidadas. Dessa forma, quanto mais moléculas interligadas,
formando os taninos, mais radicais livres eles podem combater, aumentando ainda mais o seu
poder de acdo (DE SA; TURELLA, 2010; UETA et al., 2014).

Figura 9 — Epigalocatequina.
OH
o
HO o . oH
"OH
OH

Fonte: Do autor.

H& também estudos que associam as catequinas com atividade anticarcinogénica apos
testes em ratos, in vivo e in vitro, devido aos seus compostos fenolicos, que podem atuar como
agentes inibidores e bloqueadores dos radicais livres. As referéncias em questao estudam varios
tipos de chas vendidos no Brasil (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006) e
apresentam uma revisdo bibliografica de compostos alimentares que apresentam muitos
beneficios a salde de modo geral, com enfoque na prevencao de doengas (KUSANO et al.,
2002).

2.6 Esteroides e terpenoides

Os esteroides e terpenos sdo metabodlitos secundarios derivados do acetato, que é
transformado em um isopreno ativo, a unidade basica da composicdo dos terpenos. Os
esteroides de origem vegetal possuem 28 ou 29 carbonos, sua nomenclatura varia conforme a
quantidade de carbonos e unidades isoprénicas, algumas estruturas podem ser observadas na
Figura 10. Com excecdo o colesterol que possui 27 e ramificagOes, desde os anos 50 vem sendo
estudados pelo efeito de reducdo da colesterolemia, reducdo do risco de doengas
cardiovasculares e alguns tipos de tumores. Os terpenoides advém de uma diversa familia de
produtos naturais e sua origem bioquimica provém de unidades de isopreno. Plantas com

derivados terpénicos sdo muito utilizadas como ansiolitico, anticonvulsivante e antinociceptivo
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(QUEIROZ et al., 2009; PASSOS et al., 2009; PEREIRA; CARDOSO, 2012; SIMOES;
SCHENKEL, 2002).

Figura 10 - Terpenos.
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Fonte: Do autor.

A principal atividade dos terpenos sao relativos a reatividade do carbocéation e a grande
possibilidade de fazer reac6es de adi¢cdo ou eliminacdo (QUEIROZ et al, 2009). Em sua revisao
bibliogréafica, PASSOS et al., 2009 apresentaram diversos estudos correlacionando a a¢do dos
triterpendides, presentes em diversas plantas diferentes que possuiam a classe, como sedativo,

analgeésico, tranquilizante e até protetor de neurdnios corticais.

Alguns terpenos e esteroides ainda podem desenvolver uma atividade antimicrobiana
(GRANATO et al., 2013), antiulcerativa (QUEIROZ et al., 2009 ), vaso protetora, antisséptica
e anti-irritante (LIMA et al., 1982; SOUZA, 2011). Estdo presentes em frutas citricas, no
gingseng, Centela asiatica, canabis, manaca, dentre outras flores e folhas (KUSANO et al.,
2002; PASSOS et al., 2009; PEREIRA; CARDOSO, 2012; QUEIROZ et al., 2009).

2.7 Proteinas e Aminoacidos
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As proteinas sdo condensados de aminoécidos, como podemos observar na Figura 11,
sdo estruturas complexas e fazem parte do esquema estrutural das plantas. Podem ser
complexadas por polifendis deixando de estar acessiveis as proteases, ou os polifendis podem
inibir as enzimas que metabolizam as proteinas. Ja as proteinas salivares podem complexar
facilmente com taninos, diminuindo o efeito negativo de alguns deles na dieta (CARVALHO,
2007).

Figura 11 - Esquema de formac&o de proteinas.
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Fonte: Do autor.

Alguns estudos apresentam que extratos de hibiscos frescos podem conter 1,9g de
proteinas em cada 100g de flor, ou em suas sementes, podem conter até 27% da sua massa e
nas folhas, podem conter até 3,3 g de proteinas em 100g. Esses valores foram inferidos por
alguns autores, e podem ser alterados de acordo com a regido de plantio e variedade de hibisco
(DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

2.8 Saponinas

As saponinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundéario das plantas. Sdo
normalmente encontradas nos tecidos mais vulneraveis ao ataque flngico, bacteriano ou
predatorio dos insetos, sendo consideradas parte do sistema de defesa das plantas e indicadas
como “fitoprotetoras”. Essa atividade pode estar relacionada com a interagdao com os esterois

da membrana (CASTEJON, 2011).
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Sao semelhantes aos glicosideos por possuirem uma molécula de aglcar e uma aglicona
em sua composicao, conforme Figura 12. Possuem a caracteristicas surfactantes e de saponificar
substancias lipossoliveis por diminuirem a tensdo superficial da agua, provocando o
aparecimento de espuma e apresentam propriedades tensoativas. Podem ser classificadas,
devido a serem basicas, acidas ou neutras e a sua parte agucarada, em saponinas triterpénicas e
saponinas esteroidais (PEREIRA; CARDOSO, 2012; SOUZA, 2011).

Figura 12 - Esquema geral de uma saponina.

Aglicona
—

Carboidrato

Fonte: Do autor.

Podem ser encontradas principalmente na soja e outras leguminosas, beterraba,
espinafre, acafrdo, amendoim e folhas de chas. Possuem efeito antioxidante, sdo citotoxicas
contra células tumorais, nas plantas regulam seu crescimento, apresentam defesa contra insetos
e outros patogenos, (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Saponinas triterpénicas do gingseng
demonstram efeitos benéficos em atividades do sistema nervoso central, com a consideravel
melhora no aprendizado e memdria, além da reducdo dos processos de morte de neurdnios em
casos de isquemia (PASSOS et al., 2009).

2.9 Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos com alto peso molecular, eles podem precipitar
proteinas e ser identificados pelo carater adstringente. S&o classificados em hidrolisaveis,
guando puderem ser degradados por hidrolise quimica ou enzimatica e por condensados,

guando suas estruturas possuirem unidades de flavan-3-ol, como exemplifica a Figura 13 e, ao
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serem aquecidos em meio &cido, originarem antocianidinas (CARVALHO, 2007; PINTO et
al., 2004).

Figura 13 - Estrutura geral de um tanino.

Fonte: Do autor.

Os taninos possuem a capacidade de reagir com proteinas e, consequente funcéo de
inibicdo em algumas reacdes enzimaticas, tornando-as inativas e em alguns casos ndo fazendo
o transporte de nutrientes para células ou bactérias presentes no organismo (DE SA;
TURELLA, 2010; UETA et al., 2014).

Os taninos na producdo animal ndo sdo totalmente agradaveis, sdo tidos como
antinutricionais, podendo levar a perda de peso, tornando os alimentos menos digestiveis por
inibirem enzimas ou se ligaram a compostos presentes na alimentacdo, em alguns casos
podendo causar Ulceras. Mas nem todos os taninos sdo ruins, outros podem aumentar a
digestibilidade de proteinas, eliminar parasitas e diminuir timpanismo espumoso
(CARVALHO, 2007). Na area de fitocosmética, sdo bastante importantes pelas propriedades
protetoras, cicatrizante, antisséptica e antioxidante (SOUZA, 2011).
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2.10 Otimizacdo e determinacao de compostos fitoquimicos

Alguns estudos recentes possuem o enfoque na otimizacdo da extracdo de alguns
compostos especificos, portanto, pode-se associar estes melhoramentos de analises também
para 0 presente trabalho. E usual encontrar diversas pesquisas utilizando extratos aquosos
quando nos referimos as plantas, mas ao mesmo tempo sabemos que algumas classes de

substancias sdo extraidas mais facilmente em outros solventes.

VIZZOTTO; PEREIRA, 2011 experimentaram cinco solventes para posterior
comparacao dos testes com enfoque nos compostos fendlicos, dois deles também utilizados na
presente pesquisa. As matérias primas foram preparadas identicamente, para que nao houvesse
divergéncia nos extratos, nem mesmo perda da atividade antioxidante no processo de extracdo
e maceracao. Ao final, foi observada uma significativa alteragdo nas concentracGes totais de
compostos fendlicos, mas ndo houve grande divergéncia nas atividades antioxidantes

encontradas.

3 OBJETIVO

Frente ao apresentado, o objetivo desse trabalho € identificar, pela da triagem
fitoquimica, a presenca de importantes classes de metabdlitos secundarios nos diferentes
extratos de hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L). Espera-se, com isso, fomentar a continuacgéo das
pesquisas iniciadas no DQI/UFLA a respeito da elucidagdo sobre o efeito emagrecedor e
antidiabético do hibisco, relacionando-o a inibi¢do da a-glicosidase. E também, propor uma
rota dos mecanismos de identificacdo das classes de metabdlitos, uma vez que esses nao sao

bem elucidados na literatura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

As amostras utilizadas para as analises fitoquimicas foram coletadas no campus da
Universidade Federal de Lavras (-21.225454, -44.972710), entre os anos de 2016 e 2017. A
exsicata foi coletada, e devidamente preparada para posterior identificacdo da espécie pelo

Herbéario da ESAL, que identificou a espécie como Hisbiscus rosa-sinensis L.

As flores foram coletadas no periodo da manhad em todos os dias de coleta, para que nao
houvesse alteracdo nas condigdes ambientais em sua composicdo, e também sem a iminéncia
de chuva. Posteriormente estas foram limpas e secas em estufa a 40°C. Apos cinco dias na
estufa, as flores foram armazenadas em sacos plasticos limpos, com envelopes de silica, para
evitar que elas reabsorvessem alguma umidade, e ndo corressem o risco de proliferacdo de

fungos.

4.2 Obtencao dos extratos

Para o preparo dos extratos, foram pesados aproximadamente 70 g de amostra seca na
qual foi adicionado o volume de 500 mL dos solventes extratores acetato de etila, metanol e
hexano. Apéds a adicdo, a mistura foi deixada em contato por 12 horas. Apds esse tempo, houve
absorcéo de parte do solvente no caso do metanol e hexano. Dessa forma, uma quantidade a
mais de solvente foi adicionada nesses para dar inicio a préxima etapa de refluxo. Essas
informac0es estdo dispostas na Tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo entre massa de flor e volume adicionado de solvente.
Volume total de

Massa de flor seca Volume inicial de

Solvente solvente utilizado
) solvente (mL) (mL)
Acetato de etila 70,11 500 500
Metanol 69,88 500 670
Hexano 70,30 500 550

Fonte: Do autor.
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Um sistema de refluxo, Figura 14, foi preparado e permaneceu em funcionamento por
10 horas. O extrato metandlico entrou em ebulicdo de forma vigorosa havendo leve perda de
solvente, essa quantidade perdida foi reposta e o sistema foi mantido em funcionamento por 4

horas além dos demais.

Figura 14 - Imagem do sistema de refluxo utilizado para realizagéo dos extratos.

Fonte: Do autor.

Apbs a filtragem dos extratos, os mesmos foram deixados na capela de exaustdo de gases
para que evaporacao do solvente, de acordo com a Figura 15. Ap0s essa etapa, 0s extratos foram

submetidos a triagem fitoquimica.

Figura 15 - Extratos apos filtracéo.

Fonte: Do autor.
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4.3 Triagem fitoquimica dos extratos vegetais

4.3.1 Acidos organicos

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 3 mL de &gua destilada e entéo,
foram adicionados de 3 a 5 gotas do reativo de Pascova. Como a solucdo contendo o extrato

descorou as gotas do reativo de Pascov4, isso indica reacdo positiva.

4.3.2 Carboidratos (Reacgéo de Molish)

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 2 mL de agua e entdo foram
adicionadas gotas de uma solucdo alcoolica de naftol. Em seguida, cuidadosamente, pelas
paredes do tubo de ensaio, foram adicionados 3 mL de &cido sulfdrico concentrado
(procedimento realizado em capela de exaustéo de gases).

Obs.: Formacdo de anel violdceo no contato entre as duas camadas indica reagdo

positiva.

4.3.3 Polissacarideos

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 5 mL de agua destilada e foram

adicionados 2 gotas de lugol.

Obs.: Coloragéo azul indica reagédo positiva.

4.3.4 Aminodacidos (Reacdo de Ninhidrina)

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em agua destilada, e entdo foi
adicionado 0,5 mL de solugéo aquosa de ninhidrina 1%. A mistura foi aquecida até a ebulig&o.

Obs.: Uma coloragéo violeta persistente indica reacdo positiva.
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4.3.5 Taninos

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 10 mL de agua destilada, e entéo

foi acrescido de 1 gota de cloreto férrico a 1%.

Obs.: Mudanca de coloracdo ou formacdo de precipitado indica reacdo positiva.

4.3.6 Catequinas

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 3 mL de metanol, e entdo foram
adicionados 1 mL de solucdo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de &cido cloridrico concentrado

(procedimento realizado em capela de exaustédo de gases).

Obs.: O surgimento de uma coloracdo vermelha intensa indica reacao positiva.

4.3.7 Derivados de benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas

Em um tubo de ensaio grande, uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 3
mL de metanol. Foram adicionados duas goras de carbonato de sédio (25%), duas gotas de
formaldeido (4%) e duas gotas de alfa-dinitrobenzeno (5%). A mistura foi aquecida em banho-

maria.

Obs.: Uma coloracdo violeta indica reacdo positiva.

4.3.8 Flavonoides

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 10 mL de metanol, e entdo foram
adicionados 5 gotas de acido cloridrico concentrado (procedimento realizado em capela de

exaustdo de gases) e 1 cm de fita de magnésio.

Obs.: O surgimento de uma coloragéo résea na solucdo indica reagéo positiva.



30

4.3.9 Glicosideos cardiacos

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 4 mL de metanol e dividido em

duas porg¢des. Em cada uma delas foram adicionadas gotas dos seguintes reagentes:
a) Reativo de Kedde
Obs.: Coloracéo azul ou violeta indica reacdo positiva.
b) Nitroprussianato de sodio a 5 % em agua e hidroxido de sodio 2 M

Obs.: Coloracdo roxa intensa indica reacao positiva.

4.3.10 Esteroides e triterpenoides

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 3 mL de cloroférmio e entdo
foram adicionados 2 mL de anidrido acético, agitando suavemente. Pelas paredes do tubo,
foram adicionados 1 mL de acido sulfurico concentrado (procedimento realizado em capela de

exaustdo de gases).

Obs.: No caso de reacdo positiva, observa-se uma sucessdo de cores, do azul

evanescente ao verde persistente.

4.3.11 Depsideos e depsidonas

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 5 mL de éter etilico em um tubo
de ensaio grande. O éter foi evaporado em banho-maria e entdo, foram adicionados 3 mL de
metanol e 3 gotas de cloreto férrico a 1%, seguido de agitacdo constante.

Obs.: Cloracdo verde, azul ou cinza indica reacdo positiva.

4.3.12 Derivados de cumarina

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 5 mL de éter etilico, utilizando

um tubo de ensaio grande. A solugdo foi concentrada em banho-maria até aproximadamente
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0,5 mL. Em papel de filtro, foram aplicadas de 3 a 5 gotas da solu¢éo éterea, de modo a formar
duas manchas, e a uma delas foi adicionada uma gota de hidroxido de s6dio a 1 M. Metade da

mancha foi coberta com papel escuto e exposta a luz ultra-violeta.

Obs.: Fluorescéncia azul na parte exposta da mancha indica reacéo positiva.

4.3.13 Saponinas espumidicas

Em tubo de ensaio com tampa rosqueada, uma ponta de espatula do material seco foi
diluido em 1 mL de etanol 80° GL e diluido até 15 mL com agua destilada. O tubo foi fechado

e agitado vigorosamente durante 5 minutos.

Obs.: Se a camada de espuma permanecer estavel por mais de meia hora, o resultado é

considerado positivo.

4.3.14 Alcaloides

Uma ponta de espatula do material seco foi diluido em 3 mL de &cido cloridrico a 5 %
e divido em trés porcOes de 1 mL. Foram adicionadas de 3 a 5 gotas de cada um dos seguintes
reagentes:

a) Bouchardat

Obs.: Precipitado laranja-avermelhado indica reacdo positiva.
b) Bertrand

Obs.: Precipitado branco indica reacdo positiva.

c¢) Dragendorff

Obs.: Precipitado vermelho-tijolo indica reagdo positiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem fitoquimica dos extratos obtidos

As plantas, em geral, séo muito influenciadas pelo meio externo, luz solar, solo, chuva,
fertilizantes, poluigdo do ar entre outros fatores que podem ser de natureza bioldgica, fisica ou
quimica. Ha ainda as interacdes com outras plantas, insetos e adaptacfes coevolutivas num
dado ecossistema (ALVES et al., 2010). Pensando nisso, as flores foram coletadas em dias com
atividades naturais semelhantes, sendo elas no periodo matutino, em dia ensolarado, néo
havendo chuva no dia anterior e no mesmo local de plantio, de modo que o solo ndo se

modificasse tanto.

Como as plantas sofrem muitas variacdes com influéncias externas, também deve extrair
diferentes classes de substéancias, de acordo com o tipo de solvente e as formas de interagdes
que podem ocorrer entre si. Portanto o uso de diferentes solventes é devido a possibilidade de
variacdo de solubilidade dos compostos naturais em diferentes polaridades. Pode-se verificar a
importancia dessa forma de identificacdo, ja que as cores em cada extrato se apresentaram bem
distintas, podendo entdo existir a possibilidade de diferentes compostos orgéanicos presentes
em cada extrato. As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam os testes realizados com seus respectivos
resultados.

Tabela 2 - Prospeccéo fitoquimica das flores de Hibisco para extratos de metanol.

) Extrato de
Testes realizados
Metanol
Acidos organicos +
Carboidratos +
Alcaloides -
Catequinas +

Depsidios e Depsidonas -
Derivados de Cumarina -
Esteroides e Triterpenoides -
Flavonoides -

Glicosidios Cardiacos -




Polissacarideos -
Aminoacidos -
Saponina Espumidica +
Taninos -

Lactonas -

Legenda: (+) teste positivo; (-) teste negativo; (M) teste moderado/mascarado

Fonte: Do autor.

Tabela 3 - Prospeccéo fitoquimica das flores de Hibisco para extratos de acetato de etila.

Extrato de
Acetato de Etila

Testes realizados

Acidos organicos M
Carboidratos +
Alcaloides -
Catequinas -

Depsidios e Depsidonas -
Derivados de Cumarina -
Esteroides e Triterpenoides +
Flavonoides -
Glicosidios Cardiacos -
Polissacarideos -
Aminoacidos -
Saponina Espumidica +
Taninos -

Lactonas -

Legenda: (+) teste positivo; (-) teste negativo; (M) teste moderado/mascarado

Fonte: Do autor.

Tabela 4 - Prospeccéo fitoquimica das flores de Hibisco para extratos de hexano.

) Extrato de
Testes realizados
Hexano
Acidos organicos M

Carboidratos -
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Alcaldides -
Catequinas -
Depsidios e Depsidonas -
Derivados de Cumarina -
Esteroides e Triterpenoides +
Flavonoides -
Glicosidios Cardiacos -
Polissacarideos -
Aminoécidos +
Saponina Espumidica -
Taninos -

Lactonas -

Legenda: (+) teste positivo; (-) teste negativo; (M) teste moderado/mascarado

Fonte: Do autor.

Analisando os dados da Tabela 2, 3 e 4, podemos identificar que a diferenca de
polaridade dos solventes extraiu diferentes compostos organicos das flores do Hibiscus rosa
sinensis L., pois os tipos de interacdes polares ou apolares influenciam as propriedades fisicas
e também a reatividade das moléculas, ja que elas podem conter &tomos com diferentes valores
de eletronegatividade e elétrons ndo compartilhados e, em moléculas organicas, outros
compostos que fazem ligagdes com o carbono e hidrogénios sdo de extrema importancia, ja que

ambos possuem eletronegatividades semelhantes (SOLOMONS, 2015).

Essas regides mais polares ou apolares das moléculas atraem positiva, ou negativamente
outras moléculas, podendo dessa forma isolar determinados compostos mais facilmente,
quando os extratos sdo submetidos ao sistema de refluxo. Essa anélise é importante, ja que em
formulacBes farmacéuticas, utilizam-se as substancias ativas isoladamente e, nas espécies
vegetais, principalmente as medicinais, estdo presentes varias substancias diferentes, que
podem ser extraidas de diferentes formas, para entdo serem utilizadas. Muitas vezes as pessoas
utilizam as plantas medicinais em forma de chas, fazendo um extrato aquoso, mas os testes
fitoquimicos mostram como a diferenga de polaridade dos solventes pode extrair substancias
diferentes, e que podem ser melhor aproveitadas de forma isolada no organismo, ja que estas

plantas possuem o propdsito terapéutico.
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Os testes fitoquimicos, independente do extrato analisado, mostraram a presenca de
acidos organicos, carboidratos, catequinas, esterdides e triterpenoides, proteinas e aminoacidos

e saponinas na flor de Hibiscus rosa sinensis L.

5.2 Acidos organicos

Apds uma busca na literatura sobre como funciona o mecanismo deste teste analitico,
no melhor do nosso conhecimento, ndo foram encontradas referéncias que explicassem a parte
quimica deste experimento. Dessa forma, propdem-se neste trabalho uma possivel explicagdo
para como ele funciona. A Figura 16 mostra um esquema geral de como a reacgdo funciona.
Uma mistura de verde de bromocresol, azul de bromofenol, permanganato de potassio e

carbonato de sodio deca-hidratado se torna incolor caso o extrato contenha acido organicos.

Figura 16 - Reacdo positiva para o teste de acidos organicos.

HO
Br Br
o {3
Br Br  KMnO,  pRODUTOS DE OXIDAGAO
+ 0] —
S/ Na,CO 3.10H ,O* INCOLORES
/y §O
Verdede Azul de
Bromocresol Bromofenol

Fonte: Do autor.

Sabe-se que, em meio acido, os compostos verde de bromocresol e azul de bromofenol
apresentam coloracdo amarela resultante da abertura do sistema ciclico contendo o atomo de
enxofre. A reacdo desses compostos, em meio acido, com permanganato de sodio € o que, muito
provavelmente, origina os produtos de oxidacao incolores. Isso deve ser decorrente da oxidacao

nas hidroxilas fenélicas nos anéis aromaticos dessas estruturas.

A mistura desses compostos com uma solucdo de carbonato de sédio, provavelmente,
tem o objetivo de manter o pH da solug&o alto o que garante o sistema ciclico contendo o &tomo
de enxofre esteja fechado, mantendo a solugdo na coloragéo violeta intensa. Caso houvesse

acidos organicos no extrato, eles iriam reagir com os ions OH" produzidos na hidrolise do sal
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de carbonato, diminuindo o pH da solucdo e acelerando a reagdo que da origem aos produtos
de oxidag&o incolores.

5.3 Carboidratos

No teste de identificacdo de carboidratos existem indicios de que essa rea¢do ocorre em
duas etapas distintas. Em um primeiro momento, o &cido sulfurico concentrado promove a
desidratacdo e rearranjo no esqueleto do carboidrato para formar hidroximetilfurfural, se o
carboidrato de origem for alfa ou beta glicose. A glicose pode estar livre no meio ou pode ser
hidrolisada de met6litos que a contenham, além de poder se oriunda de polissacarideos

hidrolisados. Exemplificado na Figura 17.

Figura 17 - Reagéo de desidrataco e rearranjo de carboidrato.

METABOLITOS GLICOSILADOS  H,SO, H,50, o h
POLISSACARIDEOS - —
p H,0 H,0 HO \ /
OLIGOSSACARIDEOS
o OU B-glicose hidréximetilfurfura

Fonte: Do autor.

O mecanismo de como essa reacdo ocorre provavelmente envolve a abertura do
hemiacetal ciclico da unidade de glicose, promovida pelo meio 4cido, de acordo com a etapa 1
da Figura 18. Em uma segunda etapa (etapa 2 — Figura 18) a hidroxila do carbono 5 da unidade
de glicose deve promover uma Sn2 no carbono 2 dessa mesma cadeia carbonica, fechando um
sistema ciclico de cinco membros. Reacdes desse tipo costumam ser favorecidas por causa da
carbonila no carbono vizinho. Os orbitais antiligantes da carbonila e da ligacdo sigma C-O se
combinam para formar um novo LUMO de menor energia e mais facil de acessar (CAREY et
al. 2007). O aumento da entropia através da producdo de adgua deve também favorecer esse
ataque nucleofilico. Por fim, na etapa 3 (Figura 18) a eliminacdo de agua leva a formacao do

sistema aromatico — o hidroximetilfurfural.



Figura 18 - Mecanismo da reacdo de desidratacdo e rearranjo do carboidrato.
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Fonte: Do autor.

Na segunda etapa, aparentemente, o hidroximetilfurfural produzido reage agora com
duas moléculas de alfa-naftol para produzir o produto final dessa reacdo, que apresenta a
coloracdo violeta caracteristico de resultado positivo. A Figura 19 mostra o esquema geral de

COMo essa rea(;éo acontece.

Figura 19 - Condensacdo entre hidroximetilfurfural e o alfa-naftol.

o Ul o
e
OH

Fonte: Do autor.

O mecanismo dessa reacdo € favorecido pelo meio acido. A carbonila do
hidroximetilfurfural deve estar protonada e, portanto mais suscetivel a ataques nucleéfilos. Na
molécula de alfa-naftol, o carbono 4, em relacdo a hidroxila fendlica, € mais nucleofilico do
que o oxigénio. Dessa forma, ocorre o acoplamento de uma molécula de alfa-naftol, pelo
carbono 4, com a carbonila de aldeido do hidroximetilfurfural resultando em um élcool, de

acordo com a etapa 1 apresentada na Figura 20. Na segunda etapa, 0 meio acido deve favorecer
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a saida dessa hidroxila de &lcool na forma de &gua. Esse processo € favoravel, pois o carbocétion
formado pode se estabilizar com varios contribuintes de ressonéncia. Na terceira e ultima etapa
(Figura 20) uma segunda molécula de alfa-naftol deve promover um ataque nucleofilico ao
carbocéation formado na segunda etapa para dar origem ao produto final que da a coloracao

violeta caracteristica de teste positivo nesse experimento.

Figura 20 - Mecanismo da reacéo de condensacao entre o aldeido e duas moléculas de alfa-

naftol.
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Fonte: Do autor.

5.4 Catequinas

O teste de identificacdo de catequinas consiste na adi¢cdo de uma solucéo de vanilina em
meio acido ao extrato. A provavel reacdo que justifica a coloracdo vermelha que aparece no
caso de teste positivo envolve o acoplamento de uma molécula de catequina com uma molécula
de vanilina para formar um sistema conjugado na molécula produto. O esquema geral dessa

reacao esta apresentado na Figura 21.
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Figura 21 - Reacgdo geral entre uma catequina e valina em meio &cido.
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Coloragéo
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Fonte: Do autor.

Em meio acido, a carbonila de aldeido do composto vanilina deve sofrer um ataque
nucleofilico do carbono 8 de uma molécula de catequina. Essa reacdo € uma substitui¢ao
eletrofilica aromatica favorecida pelos atomos de oxigénio nas posicGes 5, 7 e 8 do anel
aromatico (Figura 22). O ataque a carbonila da vanilina leva a formacdo de um alcool
identificado como intermediério 1 (Figura 22), que em meio &cido protona e, como agua, torna-
se um bom grupo abandonador. O carbocation que fica pode ser estabilizado por ressonancia,
especialmente pela hidroxila fendlica em posicdo para no sistema. A desprotonacdo do

intermediéario 2 leva a formacdo do produto final com coloragdo vermelha.

Figura 22 - Mecanismo de reacdo entre uma catequina e valina.

Vanilina
meio &cido

Coloracéo
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Intermediario 2

Fonte: Do autor.
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O mecanismo discutido anteriormente abre uma discussdo com relagdo a possibilidade
de que outro carbono do anel aromético possa promover a reacao, ou ainda, o anel aromatico a
direita na molécula de catequina possa promover o ataque. O resultado é que nesse caso,
estruturas moleculares diferentes seriam obtidas. Na Figura 23 temos uma comparagéo entre o
produto proposto no mecanismo (1), o produto da reagédo caso o carbono 6 reagisse (2) e uma
possibilidade de produto com reacéo ocorrendo no anel aromético a direita (3).

Figura 23 - Outros possiveis produtos da reacao.

@ o () 3

Fonte: Do autor.

O produto (2) faz mais sentido do ponto de vista quimico do que o produto (3) — Figura
23. Isso porque na molécula de catequina, o anel aromatico a esquerda € mais rico em elétrons
do que o anel aromatico a direita, 0 que 0 torno mais reativo em uma reacdo de substituicdo
eletrofilica aromatica. Dentre as possibilidades de produtos (1) e (2), espera-se que o produto
(1) apareca em maior quantidade pois o oxigénio da funcdo éter (carbono 9) aumenta a
densidade eletrénica mais efetivamente dos carbonos 8 e 10. Como o carbono 10 é

impossibilitado de reagir, ela acaba ocorrendo no carbono 8.

Alguns estudos investigaram o efeito das catequinas do cha verde no metabolismo
lipidico, no status antioxidante e no excesso de massa corporal em ratos durante a administracdo
de uma dieta hiper energética por 7 semanas. A catequina com atividade mais estudada é a
epigalocatequina, com sua estrutura demonstrada na Figura 9. Um dos grupos experimentais
recebeu as catequinas na quarta semana de experimento e ao final do tratamento esse grupo
apresentou diminuicdo na concentracdo de colesterol total, triglicerideos, LDL (lipoproteina de
baixa densidade) e de gordura visceral (LAMARRAO; FIALHO, 2009).
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5.5 Esteroides e terpenoides

Para o teste de esteroides e terpenoides, os extratos foram dissolvidos em cloroférmio e

entdo foram adicionados 2 mL de anidrido acético com adicdo de &cido sulfurico. Nesse

experimento, o resultado positivo é evidenciado pela observacdo de uma sucesséo de cores no

tubo de ensaio. A explicagdo para a formagdo dessas cores, em caso de teste positivo, é que em

meio &cido a hidroxila dos esteroides sofre protonagdo. Essa hidroxila sofre entdo uma

eliminacdo originando uma ligacdo dupla de acordo com a etapa 1 do mecanismo proposto na

Figura 24.
Figura 24 - Mecanismo de reacdo do teste para esteroides e terpenoides.
R R R
(1)
HOAC/H ,SO,
HO H,0 ®

(2)

Fonte: Do autor.

Na etapa 2 dessa reagdo (Figura 24) o meio &cido continua promovendo novas oxidagoes

(vizinhas ao sistema conjugado) que seguem em novas reacOes de eliminacdo. Essas reacoes

vao aumentando a extensdo do sistema conjugado e variando em coloracgdes de acordo com 0

numero de ligacdes duplas carbono-carbono formada.

Para os extratos de flor de hibisco, apenas o extrato metandlico deu resultado negativo

para este teste. 1sso é esperado devido a baixa polaridade dessa classe de substancias. Dessa

forma, esses metabdlitos foram encontrados apenas nos extratos de acetato de etila e hexano.



42

5.6 Aminoécidos.

A deteccao de aminoacidos livres e proteinas, neste teste, ocorre devido a reacao entre
a ninhidrina e o aminoacido (ou residuo de aminoacido contendo um grupo amino em uma
proteina). Essa reacdo leva a formacdo de um aldeido (RCHO), a liberacéo de gas carbénico
(CO») e a formacgdo de um composto resultante do acoplamento de duas moléculas de ninhidrina
com o nitrogénio do aminoacido detectado. Esse composto tem uma forte coloragéo violeta. O

esquema geral de como essa reacéo acontece esta apresentado na Figura 25.

Figura 25 - Reagdo entre aminoécidos e ninhidrina.
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Fonte: Do autor.

A literatura, de maneira geral, ndo é muito explicita ou foca muita atencdo em como o
mecanismo dessa reacdo acontece. Dessa forma, neste trabalho, sugere-se um mecanismo
detalhado de como ocorre o0 acoplamento de duas moléculas de ninhidrina com o nitrogénio do
aminoéacido. Sabe-se que a molécula de ninhidrina em agua esta em equilibrio entre sua forma
hidratada e sua forma carbonilica. Essa carbonila central na molécula de ninhidrina é mais
suscetivel a ataques nucleofilicos do que as carbonilas vizinhas ao anel aromatico. A
ressonancia com o anel benzénico diminui a eletrofilia delas. Dessa forma, origina-se uma
imina entre a carbonila mais eletrofilica da ninhidrina e o grupamento amino livre (-NHz) do

aminoéacido de acordo com a Figura 26.
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Figura 26 - Formagcdo inicial de imina entre a ninhidrina e 0 aminoécido.
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Fonte: Do autor.

Uma vez formado o intermediario imina, neste momento pode ocorrer a descarboxilacdo
nessa estrutura. 1sso é possivel porque, uma vez liberada a unidade de gas carbonico, o par de
elétrons resultante da quebra da ligacdo carbono-carbono pode ser estabilizado por ressonancia
em todo o sistema conjugado. Ao final, a protonacdo da estrutura leva a formacdo do
intermediario agora chamado de descarboxi-imina. Esse mecanismo esta detalhado na Figura
27.

Figura 27 - Descarboxilacdo do aminoacido conectado a ninhidrina.
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Fonte: Do autor.

Uma vez formado o intermediario descarbdxi-imina, este pode sofrer uma reorganizagéo
estrutural, trocando o grupamento imina que estava posicionado com o carbono da ninhidrina
para uma imina com o carbono do aminoacido que sofreu a descarboxilacdo. Na proxima etapa,
se essa nova imina sofrer uma hidrélise aquosa, sera produzido a molécula de aldeido e o
composto, arbitrariamente chamado de, 2-amino-ninhidrina. O mecanismo descrito pode ser

visualizado na Figura 28.



Figura 28 - Liberagdo da unidade de aldeido a partir do intermediario descarboxi-imina.
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Na etapa final desse mecanismo, mais uma reacao de formacao de imina ocorre entre 0

grupamento amina (-NH.) do intermedidrio 2-amino-ninhidrina, com uma molécula de

ninhidrina. Ao final da reacéo, tem-se o produto 1 (Figura 29). Provavelmente o produto 1 deve

ter seu equilibrio ceto-endlico deslocado para a forma endlica preferencialmente (produto 2 —

Figura 29), uma vez que a enolizacgéo do sistema significa formar um grande sistema conjugado.

O produto 2 d& a solucdo a coloragdo violeta caracteristica de reacdo positiva nesse teste

analitico.

Figura 29 - Acoplamento do intermediario 2-amino-ninhidrina com uma segunda molécula de

ninhidrina.
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Fonte: Do autor.
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Suas unidades monoméricas e seus produtos de hidrélise (aminoacidos e peptideos),
possuem acéo eficaz na manutencdo da hidratacdo do tecido cutaneo. As alteragdes de posicao
dos aminodcidos nas cadeias peptidicas geram diferentes propriedades fisico-quimicas, mesmo

que estejam presentes 0s mesmos tipos de aminoacidos essenciais (SOUZA, 2011).

5.7 Taninos

O teste para detecc¢do de taninos forneceu um resultado inicialmente negativo para 0s
extratos, entretanto em algumas referéncias os autores citam a presenca dessa classe, e
posteriormente o teste foi refeito gerando um resultado positivo. Ndo existe um consenso na
literatura de como esse teste funciona. A maioria das propostas concorda que o fon de Fe®* deve
promover a formagdo de um complexo colorido que indica o resultado positivo do teste, de

acordo com o esquema apresentado na Figura 30.

Figura 30 - Mecanismo da reacédo de complexacdo com Fe®*
HO

OH

O
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Fonte: Do autor.

Embora a proposta de formacao de complexo seja coerente, uma outra possibilidade que
pode ser levantada remete a reacao de acoplamento oxidativo em sintese organica, normalmente
feita com ions em Fe®" e compostos fendlicos. Os fons de Fe®" se reduzem a Fe?" a partir da
quebra das ligagdes —OH de grupos fendlicos. O radical formando no oxigénio pode se
estabilizar por ressonancia no anel aromatico. Se dois radicais organicos se chocam, a chance

de uma ligagdo carbono-carbono ser formada ¢ muito alta devido a alta energia de ligagao. Esses
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compostos resultantes de acoplamento oxidativo entre compostos fenolicos costumam
apresentar coloragdo acentuada devido ao aumento da extensdo do sistema conjugado. Esse

mecanismo proposto esta apresentado na Figura 31.

Figura 31 - Mecanismo da reacéo de acoplamento oxidativo induzida por Fe®*

PRODUTO DE ACOPLAMENTO OXIDATVO
COLORIDO

Fonte: Do autor.

5.8 Saponinas

Para este teste, o extrato foi dissolvido em etanol 80° GL e posteriormente diluido em
agua destilada. A solugdo foi vigorasamente agitada. Formou-se uma camada de espuma, a qual
permaneceu estavel por mais de meia hora, caracterizando a presenga de saponinas, como ¢

mostrado na Figura 32.
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Figura 32 - Espuma formada no teste de saponinas.

Fonte: (Silva, L., 2018)

As saponinas apresentam parte de sua estrutura lipofilica e outra hidrofilica. Por esta
caracteristica sdo capazes de diminuir a tensdo superficial da 4gua e formar espuma quando
submetidas a agitacdo (DEWICK, 2002).

Os biossurfactantes derivados de saponinas estdo se mostrando excelentes
estabilizadores de espuma e emulsificantes, além de apresentarem uma série de propriedades
bioldgicas, algumas pesquisas mostram o interesse de seu estudo e suas aplicagdes na industria

farmacéutica e alimenticia (GOLEMANOV et al, 2012; BOUYER et al, 2012).
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6 CONCLUSAO

Os diferentes extratos obtidos mostraram que a polaridade de cada solvente pode extrair
diferentes compostos quimicos de acordo com a afinidade de cada molécula e suas respectivas
interacOes. Dessa forma, € possivel comparar cada classe obtida com sua respectiva atividade

no metabolismo humano.

Os testes fitoquimicos, em cada extrato analisado, revelaram a presenca de acidos
organicos, carboidratos, catequinas, esteroides e triterpenoides, proteinas e aminoacidos,

taninos e saponinas na flor de Hibiscus rosa sinensis L.

As reacgdes de identificacdo de cada classe de metabdlitos secundéarios foram discutidas
e seus mecanismos propostos e ponderadas, concebendo uma contribuicdo para futuras

pesquisas que utilizarem os mesmos.
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