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RESUMO 

 

O reino vegetal abriga espécies com grande importância medicinal. Vários são os estudos que 

buscam em extratos ou produtos derivados de plantas, compostos ativos responsáveis por 

propriedades de grande interesse farmacológico. Além disso, tais extratos estão sendo cada vez 

mais empregados em síntese verde de nanopartículas metálicas, especialmente de prata para 

aplicações em diversos campos, tais como física, química, ciência dos materiais, optoeletrônica, 

energias renováveis, remediação ambiental e dispositivos biomédicos. A espécie Hibiscus 

sabdariffa L., popularmente conhecida como vinagreira, é amplamente utilizada na culinária e 

medicina popular, devido a suas propriedades biológicas e grande capacidade nutricional. Já 

existem relatos da utilização de extratos de H. sabdariffa na formulação de nanopartículas de 

prata (AgNPs), mas poucos são os que verificam suas atividades biológicas. No presente estudo, 

objetivou-se realizar a caracterização e a avaliação de atividades antimicrobiana, antiparasitária, 

de inibição enzimática e hemolítica de extratos aquosos e etanólicos de folhas (EAHSF e 

EEHSF) e de cálices (EAHSC e EEHSC) de H. sabdariffa, bem como empregar os extratos 

aquosos na síntese verde de nanopartículas de prata, caracterizá-las e avaliar as atividades 

antioxidante, antimicrobiana e hemolítica das mesmas. Os maiores rendimentos foram obtidos 

nas extrações etanólicas (EAHSC – 6,2%; EAHSF – 7,4%; EEHSC – 15,6%; EEHSF – 16,6%). 

Todas as amostras apresentaram-se ácidas (pH = 2,4 – 3,3). De maneira geral, os perfis de 

constituintes fitoquímicos foram semelhantes entre as amostras, mas os perfis cromatográficos 

apresentaram diferenças. Verificou-se maior teor de compostos fenólicos em µg EAG/mg 

extrato, nos cálices (EEHSC – 31,06 ± 1,11; EAHSC – 24,86 ± 2,44) e maior teor de flavonoides 

em µg EEC/mg extrato nas folhas (EEHSF – 36,88 ± 1,47; EAHSF – 11,51 ± 0,60). Quanto às 

propriedades biológicas, EEHSF se destacou quanto à capacidade antioxidante (DPPH – 33,27 

± 2,87 mg Trolox/g extrato; ABTS e FRAP – 154,2 ± 2,8 e 45,33 ± 1,26 mg AAE/g extrato, 

respectivamente), enquanto que EAHSC demonstrou a maior atividade antileishmania (CI50 = 

128,974 µg/mL) e EEHSC exibiu maior atividade de inibição da enzima acetilcolinesterase 

(CI50 = 2,798 mg/mL). As amostras não exibiram atividade antimicrobiana nas concentrações 

testadas. Os extratos de cálices apresentaram-se mais biocompatíveis que os foliares com 

valores maiores de CH50 em mg/mL (EEHSC – 2,95 ± 0,06; EAHSC – 2,47 ± 0,27). EAHSC 

demonstrou melhor resposta na formulação das AgNPs, onde as mesmas apresentaram 

tamanhos na escala nanométrica (50,2 nm), ABTS de 5,8 ± 6,1 µg AAE/mL de nanopartícula, 

ação antimicrobiana contra o fungo Candida albicans e as bactérias Escherichia coli, 

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella 

typhimurium, além de demonstrar maior biocompatibilidade que o nitrato de prata (CH50 = 

50,93 ± 3,15 µg Ag+/mL). Este estudo verificou várias potencialidades de H. sabdariffa e 

confirmou a síntese verde de AgNPs utilizando extrato aquoso da espécie, demonstrando que 

as mesmas podem ser utilizadas em aplicações na área médica. 

 

Palavras-chaves: Antioxidantes, Acetilcolinesterase, Leishmania spp., Ação antimicrobiana, 

Hemólise 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

The plant kingdom contains species of great medicinal importance. Several studies have been 

looking for extracts or products derived from plants with active compounds responsible for 

properties of great pharmacological interest. In addition, these extracts are being increasingly 

used in green synthesis of metallic nanoparticles, especially silver’s, for applications in different 

fields such as physics, chemistry, materials science, optoelectronics, renewable energies, 

environmental remediation and biomedical devices. The species Hibiscus sabdariffa L., 

popularly known as vinagreira, is widely used in cooking and folk medicine due to its biological 

properties and great nutritional capacity. There have been reports of the usage of extracts of H. 

sabdariffa in the formulation of silver nanoparticles (AgNPs), but few are those that verify their 

biological activities. The aim of this study was to characterize and evaluate the enzymatic 

inhibition, antimicrobial, antiparasitic and cytotoxic activities of aqueous and ethanolic extracts 

of leaves (EAHSF and EEHSF) and calyces (EAHSC and EEHSC) of H. sabdariffa, as well as, 

use the aqueous extracts in the green synthesis of silver nanoparticles, and analyze its 

characterization and evaluation of antioxidant, antimicrobial and hemolytic activities. The 

highest yields were obtained in ethanolic extractions (EEHSC – 15,6%; EEHSF – 16,6%). All 

samples were acidic (pH = 2,4 – 3,3). In general, the profiles of phytochemical constituents 

were similar among the samples, but the chromatographic profiles presented differences. The 

highest content of phenolic compounds in μg EAG/mg extract, it was found in the calyces 

(EEHSC – 31,06 ± 1.11; EAHSC – 24,86 ± 2,44) and higher flavonoid content in μg EEC/mg 

extract in the leaves (EEHSF = 36,88 ± 1,47; EAHSF = 11,51 ± 0,60). As regards the biological 

properties, EEHSF was distinguished in relation to the antioxidant capacity (DPPH –  33,27 ± 

2,87 mg Trolox/g extract, ABTS and FRAP – 154,2 ± 2,8 and 45,33 ± 1,26 mg AAE/g extract, 

respectively), whereas EAHSC showed the highest antileishmania activity (IC50 = 128,974 

μg/mL) and EEHSC exhibited higher inhibition activity of the acetylcholinesterase enzyme 

(IC50 = 2,798 mg/mL). The samples showed no antimicrobial activity at the concentrations 

tested. The calyx extracts were more biocompatible than the leaves with values greater than 

CH50 in mg/mL (EEHSC – 2,95 ± 0,06, EAHSC – 2,47 ± 0,27). EAHSC showed a better 

response in the formulation of AgNPs, where they showed sizes at the nanometer scale (50,2 

nm), ABTS of 5,8 ± 6,1 μg AAE / mL nanoparticle, antimicrobial action against the fungus 

Candida albicans and bacteria Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis and Salmonella typhimurium, and demonstrated greater 

biocompatibility than silver nitrate (CH50 = 50,93 ± 3,15 μg Ag+ / mL). This study verified 

several potentials of H. sabdariffa and confirmed the green synthesis of AgNPs using aqueous 

extract of the species, demonstrating that they can be used in medical applications.  

 

Keywords: Antioxidants, Acetylcholinesterase, Leishmania spp., Antimicrobial action, 

Hemolysis 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Desde os primórdios da civilização os seres humanos buscam na utilização de produtos 

naturais, especialmente derivados da flora, uma alternativa para a prevenção, tratamento e/ou 

cura de diversas enfermidades (FIRMO et al., 2011). Esses produtos estão presentes em 

sementes, raízes, folhas, frutos, flores entre outras partes de plantas conhecidas como 

medicinais, ou seja, aquelas que possuem compostos ativos capazes de gerar efeitos 

terapêuticos diretos ou indiretos (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).  

A indústria farmacêutica cada vez mais tem interesse no desenvolvimento de pesquisas 

científicas que identificam e comprovam propriedades biológicas de extratos vegetais. O 

mercado global de produtos naturais, principalmente derivados do reino vegetal é estimado em 

mais de US$ 80 bilhões e são eles que geram cerca de metade dos fármacos. As drogas à base 

de plantas e extratos vendidos como suplementos dietéticos, alimentos ou medicamentos são os 

principais produtos comercializados em redes de farmácias (BILIA et al., 2017). 

Uma espécie já bastante utilizada como medicinal em todo o mundo é a Hibiscus 

sabdariffa L., conhecida popularmente como vinagreira. Além do emprego na medicina 

popular, essa planta também é empregada na culinária em algumas regiões, devido a sua grande 

capacidade nutricional (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016). Extratos dessa espécie 

apresentam muitos fitoconstituintes com importância farmacológica, tais como antocianinas, 

flavonoides, polissacarídeos e ácidos orgânicos, incluindo o málico, o ascórbico, o 

hidroxicítrico, o protocatecuico e ácidos de Hibiscus. Tais extratos também são ricos em 

minerais, tais como ferro, cálcio e fósforo e, possuem baixo conteúdo de glicose (MARGANHA 

et al., 2010; HASSAN; BERCHOVÁ; SUDOMOVÁ, 2016). Algumas atividades já 

investigadas e comprovadas para a espécies são a antioxidante, a antimicrobiana, a anti-

inflamatória e a anticancerígena (ZHANG et al., 2014; BORRÁS-LINARES et al., 2015). 

Extratos de plantas têm ganhado uma atenção especial no campo nanotecnológico. 

Essa área está relacionada à criação e utilização de materiais com constituintes em escala 

nanométrica, ou seja, com dimensões que não ultrapassem 1x10-6 m e vem se tornando um dos 

mais promissores campos de pesquisa tecnológica, visto que a mesma explora a atividade 

elétrica, ótica e magnética, bem como o comportamento estrutural em nível molecular e 

submolecular das partículas (HASAN, 2015). 

São utilizados materiais de composições diferentes como polímeros e metais para criar 

estruturas modificadas em uma escala nanométrica, que passam a ter novas e diferentes 

propriedades, o que lhes garante uma melhor eficiência, facilitando suas aplicações em 
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diferentes campos. Os sais de prata, por exemplo, já têm propriedades antibacterianas 

conhecidas há muito tempo e formulações que utilizam o metal para síntese de nanomateriais 

podem potencializar esse efeito e até ajudar na biocompatilidade do sal, reduzindo seus efeitos 

tóxicos em seres humanos (KIM et al., 2007). 

O avanço das pesquisas nessa área evidenciou a necessidade do surgimento de 

tecnologias biosintéticas e novas rotas de síntese de nanomateriais que fossem viáveis e 

ambientalmente seguras (RAI; YADAV; GADE, 2009), como a síntese verde (SV), rota de 

formulação de nanopartículas metálicas viável e biocompatível que utiliza biomoléculas 

produzidas por organismos vivos (bactérias, fungos, plantas) como agentes redutores e 

estabilizantes, substituindo reagentes tóxicos geralmente utilizados para redução química. O 

método mais ecológico utilizado para síntese de nanopartículas de prata (AgNPs) é o que utiliza 

extratos de plantas (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; AHMED et al., 2016). A literatura 

já descreve o emprego de diversas espécies vegetais para esse propósito (BAGHAYERI et al., 

2018; KUMAR; KUMAR; AGRAWAL, 2018; YAO et al., 2018).  

Já existem relatos da utilização de extratos de H. sabdariffa para formulação de 

nanopartículas metálicas (THOVHOGI et al., 2015; MISHRA et al., 2016; THOVHOGI et al., 

2016; ALSHEHRI; MALIK, 2017; MAHENDIRAN et al., 2017), mas poucos são os 

relacionados à SV de AgNPs (KUMAR et al., 2014; CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016; 

KALITA; GANGULI, 2016). Dessa forma, visto as muitas propriedades já descritas para H. 

sabdariffa e o perfil fitoquímico de diferentes extratos da espécie que evidencia sua alta 

quantidade de compostos fenólicos e elevada capacidade antioxidante, torna-se interessante a 

busca de rotas de síntese de AgNPs utilizando os extratos da planta, assim como a investigação 

de suas atividades biológicas, visando seu possível emprego em diversas aplicações, inclusive 

médica. 
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OBJETIVOS 

Objetivo geral 

Realizar a caracterização e a avaliação de atividades biológicas de extratos de Hibiscus 

sabdariffa e de nanopartículas de prata produzidas por meio de síntese verde utilizando extratos 

aquosos da espécie. 

 

Objetivos específicos 

• Produzir extratos etanólicos e aquosos de H. sabdariffa; 

• Determinar o perfil de fitoconstituintes dos extratos por análises qualitativas e 

cromatográfica; 

• Determinar o teor de compostos fenólicos e flavonoides dos extratos; 

• Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana, antiparasitária, de inibição da 

enzima acetilcolinesterase e hemolítica dos extratos produzidos; 

• Sintetizar e caracterizar nanopartículas de prata obtidas por síntese verde utilizando 

extratos aquosos de H. sabdariffa; 

• Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e hemolítica das nanopartículas 

sintetizadas. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1 Hibiscus sabdariffa L. 

O gênero Hibiscus está inserido na classe das Dicotiledôneas, sendo um dos maiores 

gêneros da família Malvaceae, constituído por cerca de 200 espécies, distribuídas em regiões 

tropicais e subtropicais, abrangendo inclusive representantes com grande importância 

econômica. No Brasil, as principais espécies do gênero utilizadas como plantas ornamentais 

são H. rosa-sinensis L. e H. schizopetalus (Dyer) Hook. f., outras como H. sabdariffa L. e H. 

acetosella Welw. ex Hiern, além de apresentarem potencial ornamental, são empregadas na 

alimentação e medicina popular, ainda existindo espécie Hibiscus cannabinus Kenaf como  

importante fornecedora de fibra têxtil  (ESTEVES; DUARTE; TAKEUCHI, 2014).  

Hibiscus sabdariffa L. (figura 1) é conhecida por várias denominações, tais como 

vinagreira, hibisco, rosela, azedinha, caruru-azedo, quiabo-azedo, entre outras. É uma planta 

empregada para múltiplos usos, com importância ornamental, nutricional e medicinal. Essa 

espécie é originária do continente asiático, sendo posteriormente introduzida na África, de onde 

foi trazida ao Brasil na época do tráfico de escravos (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016). 

Caracteriza-se por ser um arbusto ereto e ramificado que atinge alturas superiores a 

1,80 metros, com ciclo anual. A corola é formada por cinco sépalas de coloração vermelha 

dispostas em cone, formando o cálice. Na base do cálice está o calículo, de formato pontiagudo 

e disposto em círculo, onde estão localizados a cápsula deiscente aveludada e o fruto, medindo 

aproximadamente dois centímetros de comprimento que abriga as sementes. Sua flor é simples, 

séssil e axilar. As folhas são verdes, alternas, longo-pecioladas, palmatilobadas com três a cinco 

lobos estreitos e agudos e nervuras arroxeadas. Desenvolve-se melhor em regiões cujo clima é 

quente, visto sua grande sensibilidade a baixas temperaturas. Necessita de 800 a 1600 mm de 

chuvas e temperaturas entre 18 e 35 °C para se desenvolver (MARGANHA et al., 2010; 

MACIEL et al., 2012; ROSA, 2013). 

As partes mais utilizadas da vinagreira são as folhas e os cálices. Por se tratar de uma 

hortaliça não convencional, as folhas são bastante utilizadas em preparações de alimentos 

regionais como por exemplo o arroz de cuxá, comida típica do estado do Maranhão, além de 

saladas in natura e outros alimentos em que são utilizadas no processo de cocção (CÂNDIDO; 

STURZA; BARBOSA, 2017). Já os cálices são utilizados, principalmente como infusões em 

chás para o tratamento empírico de diversas condições, como por exemplo distúrbios 
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gastrointestinais, doenças hepáticas, febre, hipercolesterolemia e hipertensão, além de 

funcionar como diurético (FORMAGIO et al., 2015). 

 

Figura 1. Hibiscus sabdariffa L. A - planta em ambiente natural; B - flor; C – folhas e cálices 

com fruto. 

 

Fonte: Autoria própria (2016) 

 

1.1 Composição fitoquímica de extratos de H. sabdariffa 

A literatura relata diversos estudos de rastreio para os compostos fitoquímicos de H. 

sabdariffa (FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013; OKEREKE; IROKA; CHUKWUMA, 

2015; ZHEN et al., 2016), existindo certa variação na composição entre os estudos, 

provavelmente devido a diferentes variedades, condições genéticas, ambientais, ecológicas e 

de colheita da planta (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).  

As folhas e os cálices da espécie contêm muitos constituintes químicos, tais como 

alcaloides, proteínas, lipídeos, carboidratos, fibras, β-caroteno, ácido ascórbico, ácido 

araquídico, ácido cítrico, ácido málico, ácido tartárico, ácido protocatéquico, ácido 

hidroxicítrico, ácido clorogênico e seus isômeros, ácido neoclorogênico, ácido 

criptoclorogênico pectina, quercetina, cálcio, ferro e fósforo (ISMAIL et al., 2008; 

MARGANHA et al., 2010; KAPEPULA et al., 2017). 

 

A C 
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Os principais constituintes da planta com aplicações registradas no contexto 

farmacológico são os ácidos orgânicos, flavonoides, polissacarídeos e antocianinas, estando os 

dois ultimos mais presentes nos cálices secos da espécie  (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).  

 

1.2 Atividades biológicas de extratos de H. sabdariffa  

Existe um crescente interesse da comunidade científica em investigar os reais 

benefícios de plantas utilizadas na medicina popular e no que concerne a H. sabdariffa são 

reportados alguns estudos que confirmam as propriedades terapêuticas dessa espécie, relatando 

diversas atividades biológicas de seus extratos como demonstrado na tabela 1. 

 

Tabela 1. Algumas atividades biológicas descritas para extratos de Hibiscus sabdariffa L. 

Atividade Parte vegetal Referências 

Antioxidante 

 

Flores; cálices; frutos; 

sementes 

(USOH et al., 2005; SALAZAR-

GONZÁLEZ et al., 2012; MACIEL et al., 

2012; YANG et al., 2012; ZHANG et al., 

2014; BORRÁS-LINARES et al., 2015; 

SOBOTA et al., 2016) 

Antimicrobiana Cálices; frutos 

(OLALEYE, 2007; MACIEL et al., 2012; 

PAIM et al., 2017;  RANGEL-VARGAS et 

al., 2017) 

Anti-inflamatória Cálices; folhas (ALI et al., 2011; ZHEN et al., 2016) 

Antitumoral 
Flores; cálices; 

folhas 

(ZHANG et al., 2014; FORMAGIO et al., 

2015) 

Hepatoprotetora Flores; cálices 
(YIN et al., 2011; NURKHASANAH, 2015; 

EZZAT et al., 2016) 

Cardioprotetora Cálices 
(ZAINALABIDIN et al., 2016; HOSSEINI; 

BAKHTIARI; MOUSAVI, 2017) 

Diurética Cálices 
(ALARCÓN-ALONSO et al., 2012; 

JIMÉNEZ-FERRER et al., 2012) 

Fonte: Autoria própria (2018) 
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O potencial antioxidante relaciona-se com uma capacidade protetora contra o dano 

oxidativo que é causado por um desequilíbrio entre produção e acumulação de espécies reativas 

ao oxigênio (EROs) em células e tecidos e a capacidade de desintoxicação do sistema biológico. 

As EROs estão bastante associadas ao desenvolvimento e progressão de diversas condições 

patológicas, tais como doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e câncer (PARHIZ et al., 

2015; PIZZINO et al., 2017).  

Tal atividade vem sendo bastante investigada em plantas, especialmente as 

alimentícias, pois as mesmas têm uma habilidade inata de biossintetizar uma ampla gama de 

antioxidantes não enzimáticos capazes de atenuar o dano oxidativo, desempenhando um 

importante papel protetor na prevenção e no retardo do progresso de muitas doenças crônicas 

e, além disso, apresentam uma chance menor de causar toxicidade quando consumidas 

(KASOTE et al., 2015; SEUNG et al., 2016).  

Já foi demonstrado que existe uma correlação positiva entre o conteúdo de compostos 

bioativos, tais como compostos fenólicos, terpenos, aldeídos e flavonoides e as atividades 

antioxidante e antimicrobiana de alguns extratos de plantas, o que surge como uma alternativa 

à problemática do uso indiscriminado de agentes antimicrobianos que está agravando o quadro 

da resistência de microrganismos à principal forma de combate aos mesmos (KYUNG, 2012; 

AZIZ; KARBOUNE, 2016; KUMAR et al., 2018). 

Entre os distúrbios neurodegenerativos que tem sua patogênese relacionada ao estresse 

oxidativo, a doença de Alzheimer (DA) tem um especial destaque, por se tratar de uma condição 

clínica progressiva até então sem cura e afetar milhões de pessoas em todo o mundo (MURRAY 

et al., 2013). A hipótese colinérgica afirma que a DA é desencadeada pela perda progressiva de 

sinapses colinérgicas no hipocampo e no neocórtex. A redução da concentração do 

neurotransmissor acetilcolina parece ser um elemento crítico no desenvolvimento da demência 

e a abordagem terapêutica mais apropriada para o tratamento de DA seria restaurar os níveis de 

acetilcolina inibindo as principais formas de colinesterase: acetilcolinesterase (AChE) e 

butirilcolinesterase (BuChE) (AHMED et al., 2013). 

Dessa maneira, várias pesquisas buscam encontrar potenciais inibidores de 

colinesterases em produtos naturais, principalmente os ricos em polifenois, visto que já existem 

relatos que tais compostos exercem atividade neuroprotetora, sendo capazes de atravessar a 

barreira hematoencefálica, melhorando a neurotransmissão (FIGUEIRA et al., 2017) e vários 

estudos já demonstraram essa atividade em extratos de diferentes espécies de plantas medicinais 
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(DALAI et al., 2014; MALAR et al., 2017; SINGH; RAMASSAMY, 2017). Joshi e 

colaboradores em 2006, avaliaram a atividade nootrópica de extrato aquoso de cálices de H. 

sabdariffa em camundongos e verificaram que o mesmo tem potencial para o tratamento de 

doenças neurodegenerativas em idosos, possivelmente devido ao seu potencial anti-

acetilcolinesterase. 

Outra atividade que vem sendo bastante investigada em extratos vegetais é a 

antiparasitária, especialmente a antileishmania. Desde 1984, esse potencial é avaliado em 

diferentes espécies de plantas medicinais por meio de testes in vitro e in vivo (ROCHA et al., 

2005), e, até os dias atuais, vários são os estudos que buscam ação leishmanicida em extratos 

vegetais (KAUR; KAUR, 2018; ARÉVALO-LOPÉZ et al., 2018), visto que a utilização das 

principais terapias para leishmanioses está sendo limitada por suas elevadas toxicidades e 

aumento alarmante de suas ineficácias terapêuticas (SAHA; MUKHOPADHYAY;  

CHATTERJEE, 2011). 

Vários são os fitoconstituintes que demonstram poderosa atividade antileishmania 

incluindo compostos fenólicos, tais como auronas, chalconas, flavonoides, saponinas, 

alcaloides, taninos entre outros (SEN; CHATTERJEE, 2011), e, mesmo o Hibiscus sabdariffa 

possuindo tais compostos não há, na literatura, muitos estudos que avaliaem a atividade 

antileishmania de compostos isolados ou de extratos da espécie, sendo que nestes foram 

utilizadas apenas duas espécies Leishmania donovani (ABU-MEJDAD; AL-HILFY, 2013) e 

Leishmania major (HAMARSHEH et al., 2017).  

É de extrema importância o rastreio dessa atividade para outras espécies de interesse 

clínico como por exemplo a Leishmania amazonensis, agente etiológico das formas clínicas 

mais graves de leishmaniose cutânea (WHO, 2010), visto que os tratamentos recomendados 

para tais manifestações têm sido associados a casos de infecção persistente, fato relacionado à 

capacidade deste parasita em modular o sistema imunológico do hospedeiro, sendo, dessa 

forma, difícil o realizar o tratamento dessas condições sem efeitos adversos (SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2013). 

 

2 NANOTECNOLOGIA 

A nanotecnologia é uma área de desenvolvimento multidisciplinar relacionada a 

diversos avanços tecnológicos que se baseia na manipulação de átomos e moléculas de tamanho 

nanométrico, ou seja, com dimensões que variam de 1 a 1000 nanômetros (nm). Um nanômetro 
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equivalente a 1 bilionésimo de um metro (10-9 m) (MARTINS, 2015; SARAIVA et al., 2016). 

Essa tecnologia utiliza diferentes materiais, tais como metais e polímeros para criação de novas 

estruturas que apresentem diversas propriedades e possam ser aplicadas em vários campos, 

como por exemplo, na ciência de materiais, na medicina, na agricultura, na indústrias 

farmacêuticas, químicas, de alimentos e de cosméticos, entre outros (PASCHOALINO;  

MARCONE; JARDIM, 2010). 

Por possuírem tamanhos extremamente reduzidos, as nanopartículas apresentam 

grande relação superfície/volume exibindo, dessa forma, propriedades (físicas, químicas e 

biológicas) totalmente diferentes de partículas maiores, como por exemplo alterações em sua 

área superficial, reatividade química, condutibilidade elétrica, variedade de cores e até mesmo 

na tolerância a determinadas temperaturas. Portanto, tais estruturas são estratégias interessantes 

e promissoras para diversas aplicações e cada tipo de nanopartícula é escolhida com base na 

característica mais adequada ao aproveitamento das mesmas em cada caso (FERREIRA; 

RANGEL, 2009). 

Nas indústrias de cosméticos e farmacêutica, as nanopartículas poliméricas têm se 

destacado principalmente devido a suas propriedades de entrega direcionada e liberação 

controlada de substâncias ativas. Nanoemulsões e lipossomas são utilizados principalmente 

para incorporação de compostos lipofílicos (ANTONIO et al., 2014). Já as nanopartículas de 

metálicas são bastante úteis em atividades catalíticas, apresentando também potenciais 

aplicações na área médica (WANG; GU, 2015). 

 

2.1 Nanopartículas de prata (AgNPs) 

As nanopartículas metálicas, especialmente as de metais nobres, tais como ouro, prata 

e platina vêm ganhando cada vez mais atenção por possuírem uma ampla gama de aplicações. 

Dentre essas estruturas, as AgNPs têm ganhado especial destaque, devido a suas propriedades 

únicas, como estabilidade química, boa condutividade, atividade catalítica e principalmente 

suas potencialidades antibacteriana, antiviral e antifúngica (AHMED et al., 2016). Tais 

características dependem do tamanho, forma e revestimentos de superfície das AgNPs. Sendo 

assim, é de extrema importância que a morfologia e as propriedades físico-químicas dessas 

partículas sejam bem controladas (WEI et al., 2015). 

Dentre vários materiais utilizados para formulação de nanopartículas metálicas como 

o cobre, o zinco, o titânio, o magnésio, o ouro e o alginato, a prata vêm se destacando por 



Martins, N. E.   Caracterização e avaliação de atividades biológicas de extratos de Hibiscus 

sabdariffa L. e nanopartículas de prata 

 

26 

 

 

 

Capítulo 1 – Revisão de literatura 

apresentar alta eficiência em relação a alguns metais, possuindo uma boa ação antimicrobiana 

contra bactérias, vírus e outros microorganismos eucarióticos por exemplo, desempenhando, 

dessa forma, um importante papel no campo da nanotecnologia e da nanomedicina 

(LOGESWARI; SILAMBARASAN; ABRAHAM, 2015). 

As nanopartículas metálicas são extensivamente aplicadas em produtos que têm 

contato direto com o corpo humano, como produtos de higiene, limpeza e cosméticos, além 

daqueles com aplicações médicas e farmacêuticas. Portanto, existe a grande necessidade de 

desenvolver novas estratégicas para a síntese de nanopartículas que não utilizem produtos 

químicos tóxicos. Métodos biológicos que utilizam microrganismos, enzimas ou extratos 

vegetais estão surgindo como possíveis alternativas, simples, viáveis e ambientalmente seguras 

(KAVITHA; THIRUMURUGAN; NADU, 2017). 

 

2.2 Métodos de síntese de AgNPs 

Existem, atualmente, diversos métodos de síntese para as AgNPs, tais como químicos, 

físicos, biológicos (IRAVANI et al., 2014) e fotoquímicos (ZAAROUR, 2014), cada um com 

suas vantagens, tais como a facilidade do processo e a possibilidade de controle sobre o tamanho 

das partículas e com desvantagens, incluindo custos, estabilidade e necessidade de elevadas 

quantidades de materiais e alto consumo de energia (ABBASI et al., 2016). 

Os métodos químicos são os mais frequentemente utilizados para a síntese de AgNPs 

e podem ser subdivididos em redução química, técnicas eletroquímicas, por irradiação e por 

pirólise (WEI, 2015). A síntese de AgNPs em solução necessita de três componentes principais: 

o precursor do metal (prata), agentes redutores e agentes estabilizantes, sendo que propriedades 

como tamanho uniforme e monodispersidade podem ser conseguidos controlando as fases de 

nucleação e empilhamento dos núcleos alterando parâmetros experimentais como o precursor, 

pH, temperatura e agentes redutores (HAIDER; KANG, 2015). Os redutores geralmente 

utilizados incluem borohidreto de sódio, citrato de sódio, ácido ascórbico, álcool e compostos 

de hidrazina (WEI et al., 2015). 

No método de redução química (figura 2), os íons metálicos em solução são reduzidos 

em condições que favorecem a formação de pequenos agregados metálicos. Utilizam-se, nessa 

rota,  substâncias químicas para funcionarem como agentes redutores. O que ocorre nesse 

processo é uma reação de redução, onde os íons do agente redutor como por exemplo o 

borohidreto de sódio (NaBH4), reduzem os íons Ag+, transformando-os em Ag0. Dessa forma, 
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os núcleos de prata, por meio do processo de coalescência agrupam-se formando clusters que 

crescem a medida que mais núcleos se agregam, até que ocorre a estabilização da partícula, que 

pode ser pela adição de um agente estabilizante ou excesso de agente redutor, onde seus íons 

acabam por desempenhar a mesma função (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2014). 

 

Figura 2. Esquema demonstrando processo de formação de nanopartículas de prata utilizando 

rota de redução química com borohidreto de sódio. 

 

Fonte: Adaptado de Agnihotri; Mukherji; Mukherji, 2014. 

 

A maior dificuldade desse método é a obtenção de estabilidiade, visto que as 

nanopartículas exibem alta energia superficial, o que favorece termodinamicamente a 

instantânea agregação das mesmas para formar ligações metálicas. Como alternativa, são 

utilizados durante o processo de síntese de nanopartículas agentes estabilizantes, que se 

adsorvem sobre a superfície das mesmas formando uma camada auto-organizada, impedindo a 

agregação entre elas. Geralmente, os mais eficazes são os estabilizantes poliméricos, como por 

exemplo, poli(vinilpirrolidona), poli(álcool vinílico) e ácido poliacrílico), os quais possuem, 

em suas estruturas sítios básicos de Lewis com alta afinidade pelas nanopartículas, e cadeias 

orgânicas suficientemente longas capazes de criar um estereoimpedimento, impossibilitando 

que haja interação entre as mesmas. A estabilidade também pode ser alcançada com o uso em 

excesso, durante a reação de síntese, de agentes redutores, pois seus íons podem se adsorver 

nas superfícies das nanopartículas, gerando repulsões eletrostáticas entre estas tal qual mostrado 

na figura 3 (MELO JR et al., 2012). 
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Figura 3. Esquema evidenciando as forças repulsivas estabilizadoras criadas por íons de 

boroidreto adsorvidas nas superfícies de AgNPs. 

 

Fonte: Melo Jr et al., 2012 

Alguns métodos de síntese químicos são potencialmente perigosos para o ambiente, 

por envolverem o uso de produtos químicos tóxicos. Diante dessa problemáticas, houve o 

surgimento de novas rotas de síntese mais simples, viáveis e biocompatíveis chamadas de 

síntese biológica ou verde, biosíntese ou química verde, que utilizam biomoléculas, tais como 

proteínas, carboidratos e antioxidantes produzidas por organismos vivos, incluindo bactérias, 

fungos e plantas para substituir os agentes convencionais de redução e de estabilização na 

formulação de AgNPs. (HAIDER; KANG, 2015; AHMED et al., 2016).  

 

2.3 Síntese verde de AgNPs 

A síntese verde apresenta alguns possíveis mecanismos que incluem redução 

enzimática e não enzimática. O método mais ecológico e utilizado de química verde para a 

formulação de AgNPs é o que utiliza extratos de plantas (WEI et al., 2015). 

O  processo de redução dos íons de prata para produção de nanopartículas utilizando 

extratos de plantas é bastante simples, onde o extrato é misturado com uma solução do sal 

metálico à temperatura ambiente. A redução ocorre devido a presença de agentes bioredutores 
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no extrato, tais como compostos fenólicos, terpenoides, polissacarídeos e flavonas que 

funcionam como agentes de transferência de elétrons, transformando os íons Ag+ em Ag0, 

facilitando a agregação dos íons e a consequente formação e estabilização das nanopartículas. 

(KUMAR; CHISTI; CHAND, 2013; GHOLAMI-SHABANI; AKBARZADEH, 2014) como 

descrito na figura 4. 

 

Figura 4. Processo de síntese verde de nanopartículas de prata, evidenciando estabilização por 

moléculas orgânicas. 

 

Fonte: Adaptado de Patel et al. (2015) 

 

Nessa rota de síntese, algumas variáveis, como por exemplo a natureza e a 

concentração do extrato vegetal e do sal metálico, o pH, a temperatura e o tempo de contato 

podem afetar características das nanopartículas como sua taxa de produção e quantidade, 

influenciando, assim, a eficiência de suas possíveis aplicações (DWIVEDI; GOPAL, 2010). 

Extratos de diferentes partes de diversas espécies vegetais já foram utilizados em rotas 

de síntese verde para formulação de AgNPs, utilizadas para várias aplicações, tais como 

antibacteriana (FATIMAH, 2016; TIPPAYAWAT; PHROMVIYO; BOUEROY, 2016), 

antioxidante (PHULL et al., 2016; SHAH et al., 2017; SUDHA; JEYAKANTHAN; 

SRINIVASAN, 2017), catalítica (ARYA et al., 2017; MUTHU; PRIYA, 2017; VINAYAGAM; 

VARADAVENKATESAN; SELVARAJ, 2017), entre outras.  

 

2.4 Atividades biológicas de AgNPs 

As AgNPs são utilizadas em diferentes áreas e apresentam uma gama de aplicações, 

entre as quais sua atividade antimicrobiana de largo espectro, é a propriedade mais explorada e 
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a que melhor direciona o desenvolvimento de produtos utilizando essas partículas (GOODMAN 

et al., 2014).  

Existe mais de um mecanismo relacionado a atividade antibacteriana das AgNPs. 

Possivelmente, os íons de prata liberados por nanopartículas podem penetrar nas células 

bacterianas, sendo reduzidos a medida que a célula se esforça para eliminá-los, o que leva à 

destruição celular. As AgNPs de tamanhos menores também podem criar poros nas paredes 

celulares bacterianas e, dessa forma, o conteúdo citoplasmático extravasa para o meio e 

consequentemente ocorre a morte celular (BILAL et al., 2017). 

Outra atividade que vêm sendo bastante relatada na literatura para as AgNPs é a 

antioxidante. Estudos relatam tal atividade para AgNPs biossintetizadas com a utilização de 

diferentes espécies vegetais que apresentam tal propriedade como por exemplo 

Tabernaemontana divaricata (ANBUKKARASI et al., 2017) e a Tribulus longipetalus 

(DJAHANIANI et al., 2016). 

 

2.5 Hibiscus sabdariffa em nanotecnologia 

Até o momento, a literatura relata alguns estudos que utilizam extratos de H. sabdariffa 

para formulação biológica de nanopartículas metálicas (THOVHOGI et al., 2015; MISHRA et 

al., 2016; THOVHOGI et al., 2016; ALSHEHRI; MALIK, 2017; MAHENDIRAN et al., 2017), 

sendo poucos os que utilizam os extratos dessa espécie para síntese de AgNPs (KUMAR et al., 

2014; CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016; KALITA; GANGULI, 2016). A maioria 

desses estudos buscam novas rotas de síntese e são escassas as pesquisas que determinam suas 

atividades biológicas. 

Kumar e colaboradores (2014) formularam AgNPs por uma nova rota de síntese verde 

utilizando extratos aquosos de folhas e caules da espécie e a luz solar como catalisador, 

verificando seu potencial para detecção colorimétrica seletiva de íons metálicos Hg2+, Cd2+ e 

Pb2+, potencialmente perigosos para a saúde e para o meio ambiente, a nível de ppm na água. 

Ainda no mesmo estudo, foi verificada que algumas das AgNPs formuladas com o extrato foliar 

demonstraram atividade contra Escherichia coli, enquanto que nenhuma das formuladas com 

caule possuiu atividade frente à bactéria. 

Em 2016, Cataldo e colaboradores testaram novas rotas de síntese verde utilizando 

extratos aquosos de cálices de H. sabdariffa em que foram empregados métodos de fotólise, 

radiólise e redução química, mas não rastrearam possíveis atividades biológicas das 

https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84992222173&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=%22green+synthesis%22+and+%22silver+nanoparticles%22+and+antioxidant&st2=&sid=7204A240E6C45FB9DEA42915DC9D96D9.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a10&sot=b&sdt=b&sl=75&s=TITLE-ABS-KEY%28%22green+synthesis%22+and+%22silver+nanoparticles%22+and+antioxidant%29&relpos=5&citeCnt=0&searchTerm=
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nanopartículas. Ainda em 2016, Kalita e colaboradores também sintetizaram AgNPs, mas 

utilizando extratos aquosos de folhas da espécie e verificaram a eficácia das nanopartículas 

como catalisadoras na redução do 4 nitrofenol. 

 

3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

H. sabdariffa é uma planta medicinal bastante utilizada em todo o mundo e muitas são 

as variações em sua composição química e propriedades biológicas dependendo das áreas 

geográficas e formas de extração de compostos. A utilização da espécie em síntese verde de 

AgNPs já é descrita, mas ainda se fazem necessários estudos que identifiquem suas principais 

atividades biológicas, principalmente relacionadas à área médica com o objetivo de direcionar 

aplicações para as mesmas.  
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CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADES BIOLÓGICAS DE EXTRATOS 

DE Hibiscus sabdariffa L. 

 

1 INTRODUÇÃO 

A utilização de plantas medicinais remonta a épocas primitivas e reflete a realidade de 

parte de população brasileira. Os conhecimentos etnobotânicos observados em muitas regiões 

são adquiridos empiricamente, mas acabam direcionando os estudos de rastreio de atividades 

biológicas em diferentes espécies utilizadas na medicina popular (SILVA et al., 2000). Alguns 

aspectos químicos, bem como as potencialidades de plantas medicinais podem ser bastante 

variáveis a depender, por exemplo, da área geográfica, visto que a produção de metabólitos 

secundários são influenciados por vários aspectos, tais como temperatura, intensidade de 

precipitações e radiação solar, umidade, além da quantidade de macro e micronutrientes do solo  

(AL-RIMAWI et al., 2014; SAMPAIO; EDRADA-EBEL; COSTA, 2016). 

Hibiscus sabdariffa é uma espécie bastante utilizada em várias regiões do mundo na 

culinária e na medicina popular (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). Suas aplicações diurética 

(ALARCÓN-ALONSO et al., 2012) e antihiperlipidêmica (OCHANI; MELLO, 2009) têm 

agregado bastante valor à mesma, fazendo com que seja cada vez mais conhecida em diferentes 

regiões, ficando evidente, dessa forma, a importância da realização de estudos para 

comprovação de atividades biológicas e avaliação de toxicidade para a espécie. 

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterização química 

de extratos da espécie Hibiscus sabdariffa proveniente da cidade de Parnaíba, Piauí, bem como 

verificar atividades biológicas e avaliar a toxicidade dos mesmos. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção dos materiais vegetais 

As amostras nativas de H. sabdariffa foram coletadas na comunidade Chafariz, 

município de Parnaíba-PI (S02º53’18,90”/ W41º43’09,08”), em outubro de 2016 e as exsicatas 

depositadas no herbário Delta (HDELTA) da Universidade Federal do Piauí, Campus Ministro 

Reis Velloso, sob número de tombamento 3594. 
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2.2 Produção dos extratos 

Para obtenção dos extratos foram utilizados os solventes etanol e água, baseando-se 

no fato de que a maioria dos fitoconstituintes são solúveis em algum dos dois e principalmente 

por causa de suas toxicidades reduzidas quando comparados a outros solventes, tais como o 

metanol e o hexano por exemplo. Nesta etapa, seguiu-se a metodologia descrita por Miranda et 

al. (2015), onde os cálices e folhas foram inicialmente lavados em água corrente para retirada 

de impurezas, em seguida foram secos em estufa a 45 ºC por 24 horas. Os materiais foram 

separadamente moídos para obtenção de um pó. 

Foram pesados 5 g de pó de cada parte da planta e em seguida foram adicionados 50 

mL de etanol ou água destilada, sendo as misturas agitadas magneticamente durante 24 horas 

e, em seguida, filtradas em filtro qualitativo (Nalgon®) de 3 micras. As amostras foram secas e 

concentradas até a obtenção de extratos aquosos (EAHSC e EAHSF) e etanólicos (EEHSC e 

EEHSF) de cálices e folhas respectivamente. 

  

2.3 Determinação dos potenciais hidrogeniônicos dos extratos 

Com um aparelho de determinação de pH, marca TECNAL® e modelo Tec-3MP, 

foram aferidos os extratos, em triplicata, até geração da leitura pelo equipamento, que converte 

diretamente o valor de potencial do eletrodo em unidades de pH. 

 

2.4 Rendimento de extração  

Para o cálculo de rendimento de extração foi utilizada a seguinte equação: R (%) = 

Mextrato/Mmaterial vegetal, onde R (%) é o rendimento em porcentagem da produção de extrato seco, 

Mextrato é a massa em gramas de extrato seco, Mmaterial vegetal é a massa em gramas de folhas ou 

cálices utilizada para extração. 

 

2.5 Caracterização fitoquímica dos extratos 

O estudo da constituição química das amostras foi realizado por meio de prospecção 

fitoquímica e obtenção de perfil cromatográfico por meio da técnica de cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE). 
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2.5.1 Prospecção fitoquímica 

Para realizar o rastreamento dos fitoconstituintes dos extratos de H. sabdariffa foram 

utilizadas metodologia descritas por Matos (2009), adaptando-se o método com a preparação 

inicial de soluções estoques para cada um dos extratos com seus respectivos solventes extratores 

e concentração de 10 mg/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 

a) Fenóis e taninos 

Fenóis e taninos foram rastreados por meio de teste utilizando o reagente de cloreto de 

ferro. Em tubos de ensaio foram adicionados 1 ml de cada extrato e 1 gota de solução aquosa 

de cloreto de ferro (FeCl2) a 1% (m/v) e agitou-se. Para o teste em branco foi utilizado 1 ml de 

água destilada e uma gota da solução de FeCl2. 

Qualquer mudança na coloração ou formação de precipitado é considerado positivo 

quando comparado ao teste em branco.  

 

b) Flavonoides por classes 

Foram transferidos 3 mL de solução estoque de extrato para 3 tubos de ensaio (1 ml para 

cada um). Um dos tubos, então, foi acidificado a um pH 3 e os dois restantes foram alcalinizados 

a pH 8.5 e 11.  

As antocianinas e antocianidinas em pH 3: adquirem cor vermelha, em pH 8, tornam-se 

lilás e em pH 11, adquirem coloração azul púrpura.  Flavonas, flavonóis e xantonas: em pH 11 

adquirem coloração amarela. Em pH 3 torna-se vermelha e em pH 11, vermelha púrpura. Os 

flavonóis em pH 11 adquirem aspecto vermelho alaranjado.  

 

c) Polissacarídeos 

Para verificação da presença de polissacarídeos nas amostras, 1 ml de solução estoque 

de cada um dos extratos foi transferido para tubos de ensaio e em cada um, foram adicionadas 

duas gotas de lugol. O escurecimento das amostras é sugestivo de resultado positivo. 

 

d) Alcaloides 

A verificação qualitativa da presença de alcaloides nas amostras de extratos foi 

realizada acrescentando-se 1 ml de solução estoque de cada extrato e 5 ml de solução de HCl a 
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5% em tubos de ensaio, em seguida foram adicionadas 5 gotas dos reativos de Bouchardat e 

Dragendorff. Em caso de reação positivo, há formação de precipitado laranja avermelhado 

(reativo de Bouchardat) ou de precipitado vermelho tijolo (reativo de Dragendorff). 

 

e) Ácidos orgânicos 

A presença de ácidos orgânicos nas amostras foi evidenciada transferindo-se 2 mL da 

solução estoque de cada extrato para tubos de ensaio e acrescentando-se uma gota do reativo 

de Pascová. A descoloração do reativo é evidência de reação positiva. 

 

f) Açucar redutor 

Para o teste de presença de açúcares redutores nos extratos, transferiu-se 2,5 mL das 

soluções estoque de cada extrato para tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL do reativo Fehling A 

e 1 mL do reativo Fehling B. As soluções foram aquecidas por cinco minutos em banho maria 

em ebulição. O aparecimento de precipitado vermelho tijolo indica presença de açúcares 

redutores. 

 

g) Saponinas espumídicas 

Dilui-se 5 mL das soluções estoque de cada extrato para 15 mL com água destilada em 

tubos Falcon e agitou-se vigorosamente por 2 minutos. O aparecimento de espuma e a 

estabilidade da mesma por mais de trinta minutos evidencia a presença de saponinas 

espumídicas nas amostras. 

 

2.5.2 Perfil cromatográfico 

As análises cromatográficas foram realizadas utilizando cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (Shimadzu®, Tókio – Japão) híbrido equipado com sistema binário de bombas LC-

6AD, um desgaseificador DGU-20A5, detector UV-vis SPD-20A e um controlador CBM-20A. 

Foi utilizada nos ensaios uma coluna cromatográfica Phenomenex®-Luna C18 (250 mm x 4,6 

mm x 10 µm) e o software LC solution Release® 1.24 SP1. 

Os extratos foram preparados em concentração de 10 mg/mL utilizando-se como 

solvente metanol a 0,2% (v/v) de ácido fosfórico. Uma alíquota foi filtrada em membrana de 

0,45μm (Chromafil® Xtra) e 20 μL foram mantidas como o volume de injeção em todas as 



Martins, N. E.   Caracterização e avaliação de atividades biológicas de extratos de Hibiscus 

sabdariffa L. e nanopartículas de prata 

 

37 

 

 

 

Capítulo 2 – Caracterização e atividades biológicas de extratos de Hibiscus sabdariffa L. 

análises. Os comprimentos de onda de leitura utilizados foram de 290 e 329 nm, proveniente 

do estudo de espectro de varredura realizado em espectrofotômetro Shimadzu®-1800/UV-Vis-

Spectrophotometer na faixa de 190 a 1100 nm. 

As condições de análise envolveram a utilização de uma fase móvel contendo uma 

mistura dos solventes, sendo a bomba A composta por água Milli-Q® a 0,1% (v/v) de ácido 

fórmico e a bomba B por metanol a 0,1% (v/v) de ácido trifluoroacético. O gradiente utilizado 

foi 100% de A e 0% de B até 0% de A e 100% de B por 40 minutos e de 40 a 55 minutos, de 

0% de A e 100% de B até 100% de A e 0% de B. A vazão utilizada foi de 0.8 mL min-1. 

 

2.6 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

As análises de espectroscopia na região do infravermelho foram realizadas em 

espectrômetro Shimadzu IRAffinity-1S®, na faixa espectral de 4000-700 cm-1 de resolução, pela 

técnica ATR (Atenuated Total Reflectance). Foram realizadas 45 scans em cristal de seleneto 

de zinco para a identificação dos grupos funcionais presentes nos extratos de H. sabdariffa. 

 

2.7 Determinação do teor de compostos fenólicos totais 

Os valores de compostos fenólicos totais das amostras foram determinados por um 

ensaio colorimétrico baseado em procedimentos descritos por Singleton e Rossi (1965) com 

modificações, baseado no reagente Folin-Ciocalteu, que reage com fenóis reduzidos, 

produzindo, assim, um produto azul estável no final da reação. Para a mistura reacional utilizou-

se em 25 μl de amostra ou solução padrão, 75 μl de água ultrapura e 25 μl de reagente Folin®-

Ciocalteu. Após 6 minutos, foram adicionados 100 μl de Na2CO3 (75 g/l). A absorbância foi 

medida a 765 nm, após incubação durante 90 minutos à temperatura ambiente. Para a 

construção da curva de calibração utilizou-se ácido gálico (AG) em concentrações que variaram 

de 10 a 200 µg de AG/mL de água e os resultados foram expressos como µg equivalentes de 

ácido gálico (AGE)/mg de amostra. As quantificações foram realizadas em triplicata. 

 

2.8 Determinação do teor de flavonoides 

Os valores de flavonoides das amostras foram determinados por um ensaio 

colorimétrico baseado em procedimentos descritos por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999) 

com modificação, baseado na formação de composto de flavonoide-alumínio. Resumidamente, 

25 µL de amostra foram misturados com 100µL de água ultrapura e 10 μL de solução de NaNO2 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814698001022#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814698001022#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814698001022#!
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a 5%. Após 5 minutos, adicionou-se 15 μL de solução de AlCl3 a 10%. Após 1 minuto (6 

minutos após adição da amostra), adicionaram-se 50 µL de NaOH 1 mol/L. A solução foi 

homogeneizada por 30 segundos, e a absorbância foi lida a 593 nm. A epicatequina foi usada 

para traçar a curva padrão variando de 15 a 300 µg/mL em água, e os resultados foram expressos 

em µg de epicatequina (EEC)/mg de amostra. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. 

 

2.9 Atividades biológicas dos extratos 

 

2.9.1 Atividade antioxidante 

 

a) Ensaio da atividade sequestrante de 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

(ABTS) 

A capacidade antioxidante foi obtida pela determinação da capacidade de sequestro do 

radical livre ABTS•+ [2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)] de acordo com a 

metodologia proposta por Re et al. (1999) e modificada por Gião et al. (2007). Nesta técnica há 

produção direta do cromóforo (azul/verde) por meio da reação entre ABTS e persulfato de 

potássio. A solução de ABTS•+, foi preparada através da adição, a 1:1 (v/v), de 7 mmol/l de 

solução de sal de ABTS•+ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) a 2,45 mmol/l de 

soluções de persulfato de potássio.  

Utilizou-se um volume preciso de cada amostra para obter uma porcentagem de 

inibição entre 20 e 80%, por 6 min de reação, com 1 mL de solução ABTS•+ a partir da fórmula 

PI (%) = (AbsABTS•+ - Absamostra/AbsABTS•+) x 100, onde PI (%) representa a porcentagem de 

inibição, AbsABTS•+ corresponde à absorbância inicial do ABTS•+ diluído e Absamostra refere-se à 

absorbância da amostra após 6 minutos de reação. As leituras foram realizadas em em 

espectrofotômetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 734 nm em 

triplicata. Foi utilizada curva de calibração previamente preparada com ácido ascórbico como 

padrão (y = 444,42x + 1,8098, R² = 0,999), o resultado final foi expresso como concentração 

equivalente de ácido ascórbico (AAE). 
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b) Ensaio da atividade sequestrante de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

A atividade antioxidante das amostras foi determinada espectrofotometricamente a 

517 nm contra o radical de azoto estável DPPH•. O radical livre DPPH• é reduzido à hidrazina 

correspondente, quando reage com doadores de hidrogênio, tais como um antioxidante. Nesta 

técnica, 25 μl da amostra foram misturadas com 200 μl de solução etanólica de 104 mol/l de 

DPPH•. A mistura, agitada vigorosamente, foi deixada em repouso durante 30 min no escuro 

(até valores de absorção estáveis) e determinada em espectrofotômetro 6405/UV-Vis-

Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 517 nm. A curva de calibração foi preparada 

com Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (y = - 0,00161x + 

0,871, R² = 0,996) e os resultados foram expressos como equivalentes de Trolox. 

 

c) Potencial antioxidante de redução férrica (FRAP) 

O ensaio FRAP é caracterizado pela redução do complexo férrico ao estado ferroso 

pela ação de um compostos antioxidante, em meio ácido, (pH ~ 3,6), de forma a manter a 

solubilidade do ferro (MAGALHÃES et al., 2008). As determinações foram obtidas pela adição 

de 20 μl de amostra a 180 μl de reagente FRAP (Fe3 + - 2,4,6-Tri (2-piridil)-s-triazina) e a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway, 

United Kingdom) a 593 nm. A curva de calibração foi preparada com ácido ascórbico (y = 

0,0121x + 0,1262, R²=0,970) e os resultados foram expressos como equivalentes de ácido 

ascórbico (AAE). Todas as medidas foram realizadas em triplicata. 

 

2.9.2 Atividades antimicrobiana e antiparasitária 

 

a) Atividade antibacteriana 

A avaliação da atividade antibacteriana foi realizada por meio do método de difusão 

em ágar, com utilização de poços conforme atualizações do Clinical and Laboratory Standards 

Institute – CLSI (2012), onde os extratos foram testados na concentração de 20 mg/mL para 

bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Escherichia coli 

ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC 1401). 
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Os microrganismos utilizados no ensaio foram repicados em placas com ágar Mueller-

Hinton por meio do método de esgotamento e incubados em estufa bacteriológica em aerobiose, 

a uma temperatura de 37 ºC por 24 horas.  

As suspensões bacterianas (1-2 x 108 UFC/mL) foram preparadas em solução salina 

estéril a 0,9% e semeadas em placas com ágar Mueller-Hinton (HIMEDIA) com auxílio de um 

swab estéril e realizou-se perfurações de 6 mm, onde foram adicionados 100 µL dos extratos. 

Os aquosos (EAHSC e EAHSF) foram solubilizados em água destilada e os etanólicos (EEHSC 

e EEHSF) em água e dimetil-sulfóxido (DMSO 10% v/v). As placas foram incubadas nas 

mesmas condições citadas anteriormente.  

Os resultados foram interpretados a partir da verificação e medição do diâmetro da 

zona sem crescimento microbiano ao redor dos poços. 

 

b) Atividade antifúngica 

A atividade antifúngica foi avaliada utilizando-se o método de microdiluição em caldo 

preconizado pelo documento M27-A3 do CLSI contra o fungo Candida albicans. A suspensão 

do microorganismo foi preparada em solução salina a 0,85% a uma concentração de 1-3 x 103 

UFC/mL. O fungo foi inoculado em caldo RPMI-1640 tamponado com MOPS (ácido 

morfolinopropanosulfônico) e adicionou-se os extratos diluídos em água destilada com 

concentrações variando de 5000 a 39 µg/mL, de acordo com o desenho experimental 

demonstrado na figura 1. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas em condições 

aeróbicas. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Figura 1. Desenho experimental para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

de extratos aquosos e etanólicos de Hibiscus sabdariffa frente ao fungo C. albicans. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2018) 
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c) Avaliação in vitro da atividade antileishmania 

O ensaio foi realizado com formas promastigotas da espécie Leishmania amazonensis 

(IFLA/BR/67/PH-8) em fase logarítmica de crescimento de acordo com metodologia descrita 

por Carneiro et al. (2012). Os parasitas foram semeados em placas de cultivo celular de 96 

poços contendo meio Schneider’s suplementado (10% de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 

µg/ml de estreptomicina), na quantidade de 1 x 106 de leishmanias por 100 µL de meio. Em 

seguida, os extratos (diluídos em DMSO) foram adicionados aos poços em triplicata e realizou-

se diluições seriadas até se atingir as oito faixas de concentrações finais desejadas (800 a 6,25 

µg/mL). 

 As placas foram incubadas em estufa a temperatura de 26°C por 48h e, 6h antes do 

término deste período, foram adicionados 20 µL de resazurina 1x10-3 mol/L, quando se incubou 

novamente a placa. A leitura da placa foi realizada num leitor de placas de absorbância Biotek 

(modelo ELx800), no comprimento de onda de 550 nm e os resultados foram expressos em 

termos de porcentagem de inibição do crescimento.  

O controle positivo foi realizado com 2 µg/mL de Anfotericina B diluído em meio 

Schneider’s contendo 1 x 106 promastigotas por poço. Já o controle negativo equivaleu ao meio 

Schneider’s contendo 1 x 106 promastigotas por poço e, neste caso, a viabilidade será de 100% 

para o parasita. A leitura do branco, para cada concentração e para os controles fez-se necessária 

para desprezar a absorbância resultante do próprio meio com interferência ou não dos 

compostos estudados (SOARES et al., 2007; VALADARES et al., 2011).  

 Os dados foram expressos como média ± desvio padrão ou erro padrão de três 

experiências independentes, tabelas e figuras. As representações gráficas foram obtidas com o 

software OriginPro® 8. 

 Todos os ensaios antileishmania foram realizados em triplicata em três experimentos 

independentes. A concentração inibitória média (CI50) com limite de confiança de 95% foi 

calculada utilizando regressão de probitos do programa SPSS® 13.0. Foram realizadas análises 

de variância ANOVA seguida pelo Teste de Bonferroni, através do programa GraphPad Prism® 

versão 5.0, tomando-se o valor de p<0,05 como nível máximo de significância estatística.  

 

2.9.3 Ensaio in vitro de inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) 

Os extratos foram testados para suas atividades inibitórias de AChE em concentrações 

que variaram para cada extrato, utilizando-se diluições seriadas de razão dois e foram 
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dissolvidos em tampão A (50mM Tris-HCl, pH 8) com 10% de metanol ou DMSO, seguindo o 

método espectrofotométrico desenvolvido por Ellman et al. (1961). Dividiu-se uma placa de 96 

poços de acordo com a figura 2, onde foram adicionados em cada poço: 25 µL de soluções 

aquosas de iodeto de acetilcolina (ATCI) (15 mM), 125 µL de Reagente de Ellman (DTNB 

3mM em Tampão C - 50mM Tris-HCl, pH 8 com 0,1 M NaCl e 0,02 M MgCl2.6H2O), 50 µL 

de Tampão B (50mM Tris-HCl, pH 8 com 0,1% albumina), 25 µL de amostras e 25 µL de 

AChE. Foram feitos poços para os brancos de cada concentração de amostra e controle, onde 

foram adicionados todos os componentes, exceto as enzimas. As amostras foram monitoradas 

a 405 nm 6 vezes a cada 2 minutos. O ensaio foi realizado em triplicata. 

A porcentagem de inibição foi calculada utilizando-se a seguinte equação: % inibição 

= (decliveC-Cb – decliveA-Ab) / (decliveC-Cb), onde decliveC, decliveCb, decliveA e decliveAb são as 

cinéticas de inibição do controle branco do controle, amostras e branco das amostras, 

respectivamente. A concentração do extrato que inibiu a atividade enzimática em 50% (CI50) 

foi determinada por uma análise de regressão linear entre as percentagens de inibição em 

relação às concentrações do extrato utilizando o programa Excel®. 

 

Figura 2. Desenho experimental do ensaio in vitro de inibição da enzima acetilcolinesterase. 

 
Fonte: Adaptado de Grosso (2017)  

 

2.9.4 Atividade hemolítica 

Foi investigada a possível capacidade dos extratos de H. sabdariffa causarem lesões 

diretas à membrana plasmática de eritrócitos baseando-se em método descrito por Marani et al. 

(2015). Para isso, sangue de um doador voluntário saudável foi coletado em tubo contendo 

anticoagulante e os eritrócitos foram lavados 3 vezes em solução salina (NaCl 0,85%) por 
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centrifugação (3000 rpm/15 min) para redução da contaminação plasmática e ressuspensos em 

salina para obtenção de uma suspensão de eritrócitos a 2,5%.  

Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços. Cada poço, a partir da fileira B 

recebeu 150 μL da solução salina. Na fileira A, os poços receberam 300 μL de solução de 

solução de cada extrato em triplicata partindo de uma solução mãe de 10 mg/mL em salina 

(0,85%), em seguida foi retirado 150 μL de cada poço da fileira A e realizou-se diluições 

seriadas de razão 2 para cada fileira vertical de modo que as concentrações variaram de 0,039 

a 5 mg/mL. Em seguida, foram plaqueados em todos os poços 150 μL de suspensão de 

eritrócitos. Para o controle positivo utilizou-se a mesma proporção de salina/Triton X 

(concentração). Após incubação de 30 minutos em estufa à temperatura de 36 ºC, as amostras 

foram centrifugadas (5000 rpm por 1 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa 

para a leitura da absorbância no leitor de microplacas (Bioeasy®) a 492 nm.  

Os resultados de porcentagem de hemólise foram obtidos por meio da fórmula: 

Hemólise (%) = Absamostra – Abscnegativo/Abscpositivo - Abscnegativo, onde Abscnegativo representa a 

absorbância da salina e Abscpositivo indica a absorbância do Triton. Os resultados foram expressos 

em concentração efetiva capaz de hemolisar 50% das hemácias (CH50) que foi calculada 

utilizando-se equações da reta (y = ax+b) obtidas por meio de regressão linear com coeficientes 

de correlação próximos a 1 (R² = 0,97 – 0,99), de acordo com a metodologia descrita por Brien-

Simpson et al. (2016). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Rendimento de extração e potencial hidrogeniônico dos extratos 

As porcentagens do rendimento de extração e os valores de pH obtidos para os extratos 

de H. sabdariffa estão expressos na tabela 1. 

De acordo com os valores de pH obtidos, todos os extratos apresentaram perfil ácido 

e verificou-se uma sutil diferença nos valores de acordo com as partes da planta utilizadas, onde 

os extratos de cálices apresentaram-se levemente mais ácidos que os das folhas. Comparando 

os solventes de extração não houve grandes diferenças nos valores de pH para ambas as partes. 

Sobota et al. em 2016 obtiveram resultados semelhantes quanto aos valores de pHs de 

extratos aquosos (1,8) e etanólicos (2,6) de cálices de H. sabdariffa. Para as folhas, valores 

semelhantes foram encontrados tanto para extrato aquoso com valor de 3,2 (PUTSHAK’A et 
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al., 2013) quanto para alcoólicos com valores que variaram de 2,8 a 3,6 (MEYER, CHAUHAN 

e MACDONALD, 2016). 

Provavelmente, os perfis ácidos exibidos pelos extratos derivam da grande quantidade 

de compostos ácidos, tais como o ácido protocatecuico, ácido cítrico e ácido málico presentes 

nessa espécie (VILLANI et al., 2013)  e, possivelmente, os teores de ácidos orgânicos em 

extratos de folhas são menores que os de cálices, visto que esses apresentam, geralmente, 

valores de pH mais baixos.  

 

Tabela 1. Porcentagem de rendimento de extração e valores de pH para extratos etanólicos e 

aquosos de Hibiscus sabdariffa L. 
 

Parte da planta Extratos Rendimento (%) pH 

Cálices 
EEHSC 18,0 ± 3,45 2,4 ± 0,05 

EAHSC 13,8 ± 10,72 2,4 ± 0,1 

Folhas 
EEHSF 

EAHSF 

19,1 ± 3,50 

14,2 ± 9,61 

3,3 ± 0,15 

3,1 ± 0, 06 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria própria (2016) 

 

Segundo Melecchi (2005), que comparou diferentes métodos de extração para uma 

espécie do mesmo gênero, extrações que utilizam solventes menos polares apresentam 

rendimentos superiores aos solventes mais polares, como ficou evidenciado nesse estudo, onde 

os extratos etanólicos apresentaram rendimentos muito superiores aos aquosos.  

Sobota e colaboradores (2016), ao realizarem extração de cálices da espécie, obtiveram 

resultado semelhante para o extrato alcoólico, embora um pouco superior (19%), mas obtiveram 

rendimentos bem superiores para o extrato aquoso (46,2%), o que pode sugerir que o solvente 

utilizado não é a única variável que influencia no rendimento da extração. Outros fatores tais 

como temperatura, tempo de extração, velocidade de agitação, bem como alguns intrínsecos à 

cada um dos extratos também podem interferir nesse rendimento (OLIVEIRA et al., 2016). 

 

3.2 Prospecção fitoquímica dos extratos 

Na tabela 2 estão demonstrados os resultados obtidos a partir dos testes de detecção 

qualitativos de compostos fitoquímicos nos extratos de H. sabdariffa produzidos. 
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Tabela 2. Resultados para a prospecção fitoquímica realizada para extratos etanólicos e 

aquosos de Hibiscus sabdariffa L. 

Testes 
Cálices Folhas 

EEHSC EAHSC EEHSF EAHSF 

Fenóis e Taninos + + + + 

Antocianinas e antocianidinas - + - - 

Flavonas, flavonóis e xantonas + + + + 

Alcaloides + - + - 

Polissacarídeos + + + + 

Ácidos orgânicos + + + + 

Açucares redutores - - - + 

Saponinas - - - - 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. (+) Positivo (-) Negativo. Fonte: Autoria própria (2017) 

 

A partir dos resultados, foi possível verificar que os extratos apresentaram perfis 

semelhantes, embora exista algumas diferenças na presença de alguns compostos dependendo 

do solvente de extração utilizado e das partes da planta. Fenóis, taninos, flavonas, flavonóis, 

xantonas, polissacarídeos e ácidos orgânicos estiveram presentes em todos os extratos. 

Açucares redutores somente foram encontrados em EAHSF. 

Antocianinas e antocianidinas foram encontradas somente no extrato aquoso de cálice, 

mas há relatos da presença desses compostos em extratos etanólicos de folhas da espécie 

(MUNGOLE e CHATURVEDI, 2011). A pequena quantidade desses compostos nas folhas e 

a limitação do teste realizado para determinação de alguns constituintes em solventes menos 

polares  podem ter sido os interferentes para o resultado obtido. 

Alcaloides somente foram encontrados nos extratos etanólicos de ambas as partes, 

corroborando com os resultados encontrados por Mungole e Chaturved (2011) que demonstrou 

a presença dos compostos em extrato de folhas de H. sabdariffa e por Okerere, Iroka e 

Chukwuma (2015) que também verificaram a ausência desses compostos em extratos aquosos 

de cálices da e a presença em extratos etanólicos da mesma espécie.  

Os resultados encontrados estão de acordo com estudos sobre a mesma espécie já 

realizados, onde também foram relatadas a presença de compostos fenólicos, antocianinas, 

flavonoides, alcaloides e polissacarídeos em extratos aquosos e etanólicos de diferentes partes 

de H. sabdariffa (MUNGOLE; CHATURVED, 2011; OBOUAYEBA et al., 2014). 
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3.3 Perfil cromatográfico dos extratos 

O método utilizado foi adequado para o isolamento dos principais compostos das 

amostras e indicou variações nos tempos de retenção, quantidade e intensidades dos picos 

exibidos pelos diferentes extratos. 

Apenas EAHSF, devido à presença de grande quantidade de compostos, não 

apresentou todos os picos totalmente resolvidos, mas ainda assim exibiu três majoritários, como 

pode ser observado na figura 3. Chiu et al. (2015) em análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) de extratos aquosos de folhas da espécie também verificaram três picos 

majoritários e identificaram os mesmos em ordem decrescente de intensidade como sendo ácido 

elágico, epigalocatequina e catequina. Provavelmente, os três picos identificados em EAHSF 

estejam relacionados às mesmas substâncias. 

 

Figura 3. Perfil cromatográfico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato aquoso 

de folhas de Hibiscus sabdariffa (EAHSF) com identificação dos tempos de retenção dos picos 

majoritários. 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

 

Wang e colaboradores (2014) identificaram as três substâncias majoritárias em 

extratos hidrometanólicos de folhas de Hibiscus sabdariffa, sendo elas em ordem decrescente 

de intensidade de pico (isoquercitrina, ácido clorogênico e rutina). O presente estudo também 

encontrou três substâncias majoritarias em EEHSF, como demonstrado na figura 4, que 

possivelmente estão relacionadas àquelas, visto as polaridades mais próximas dos solventes de 

extração majoritários. 
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Figura 4. Perfil cromatográfico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etanólico 

de folhas de Hibiscus sabdariffa (EEHSF) com identificação dos tempos de retenção dos picos 

majoritários.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Oboh et al. (2018), utilizando metodologia bastante similar ao do presente estudo 

identificou alguns compostos isolados de extrato metanólico de cálices da espécie. O perfil 

cromatográfico do presente estudo (figura 5) apresentou-se bastante similar àquele, inclusive 

em relação aos tempos de retenção, sugerindo que as substâncias majoritárias encontradas nesse 

extrato sejam o ácido clorogênico, catequina e rutina. 

 

Figura 5. Perfil cromatográfico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etanólico 

de cálices de Hibiscus sabdariffa (EEHSC) com identificação dos tempos de retenção dos picos 

majoritários. 

 
Fonte: Autoria própria (2018) 
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Sindi, Marshall e Morgan (2014) também analisando extratos aquosos de cálices de H. 

sabdariffa identificou, por meio de análise por espectrometria de massas, duas substâncias 

majoritárias como sendo as antocianinas delfinidina-3-sambubioside e cianidina-3-

sambubioside, o que demonstra a possibilidade de que os componentes majoritários isolados 

em EAHSC (figura 6) sejam tais substâncias. 

 

Figura 6. Perfil cromatográfico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etanólico 

de cálices de Hibiscus sabdariffa (EAHSC) com identificação dos tempos de retenção dos picos 

majoritários. 

 
Fonte: Autoria própria (2018)  

 

 

3.4 Quantificação dos teores de compostos fenólicos e flavonoides 

Os compostos fenólicos são estruturas químicas que apresentam hidroxilas e anéis 

aromáticos, nas formas simples ou como polímeros. Tais compostos podem estar em formas 

livres ou complexadas a açúcares e proteínas em plantas e muitos desses metabólitos 

secundários estão relacionados a atividades biológicas de extratos vegetais, como por exemplo, 

as propriedades antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2007). 

Na tabela 3 estão expressos os resultados da quantificação de compostos fenólicos e 

flavonoides encontrados nos extratos produzidos. 
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Tabela 3. Teores de compostos fenólicos e flavonoides presentes nos extratos de Hibiscus 

sabdariffa. 

Parte da planta Extratos 

Compostos fenólicos 

totais (µg EAG/mg 

extrato) 

Flavonóides (µg 

EEC/mg extrato) 

Cálices 
EEHSC 31,06 ± 1,11 8,34 ± 0,84 

EAHSC 24,86 ± 2,44 5,38 ± 1,09 

Folhas 
EAHSF 12,32 ± 0,87 11,51 ± 0,60 

EEHSF 13,67 ± 0,95 36,88 ± 1,47 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria própria (2017) 

 

Pode-se observar que os extratos de cálices apresentaram maiores concentração de 

compostos fenólicos que os extratos de folhas. O EEHSC exibiu maior teor de compostos 

fenólicos totais, seguido por EAHSC. O extrato que apresentou menor teor de compostos 

fenólicos totais foi o EAHSF. 

Os teores de compostos fenólicos encontrados no presente estudo tanto para os extratos 

aquosos quanto para os etanólicos de cálices de H. sabdariffa foram próximos aos encontrados 

por Obouayeba et al. (2015) onde o teor desses compostos foi de 23.21 ± 2.70 em extratos 

hidroalcoólicos de cálices da espécie. Já os teores encontrados por Mohd-esa e colaboradores, 

(2010), diferiram bastante dos encontrados nesse estudo. Os valores foram bem inferiores, 

sendo que os extratos aquosos de cálices e folhas apresentaram teores de 1,85 ± 0,11 e 1,71 ± 

0,04 respectivamente. Os extratos alcoólicos desse mesmo estudo foram obtidos com 80% de 

metanol, para os quais encontraram-se os teores de compostos fenólicos de 2,91 µg EAG/mg 

extrato ± 0,07 para extratos de cálices e de 2,20 µg EAG/mg extrato ± 0,02 para os foliares.  

ZHEN e colaboradores (2016) quantificaram o teor de compostos fenólicos de extratos 

de folhas de H. sabdariffa coletadas em vários países e obtidos com 70% de metanol e 

encontraram teores que variaram de 18,98 ± 2,7 a 29,9 ± 0,5 µgEAG/g de extrato, portanto 

maiores que os do presente estudo para a mesma parte da planta.  

Os flavonoides também são importantes constituintes fitoquímicos presente em 

extratos de H. sabdariffa e também estão bastante relacionados à atividade antioxidante.  Os 

extratos foliares apresentaram maiores teores de flavonoides, quando comparados aos extratos 

de cálices. Resultado semelhante foi encontrado por Formagio et al. (2015) em extratos 
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metanólicos das mesmas partes da planta. Verificou-se também que o etanol extraiu melhor os 

flavonoides tanto dos cálices quanto das folhas, indo de encontro com dados apresentados por 

Do e colaboradores (2014), que realizaram um estudo para verificar os efeitos de diferentes 

solventes na extração de flavonoides e observaram que o etanol se destacou em relação à água 

nesse caso.  

As variações encontradas na literatura para a determinação desses compostos em 

extratos da mesma espécie, possivelmente derivam da influência de alguns fatores, tais como a 

sazonalidade, a área geográfica e os métodos de extração utilizados no teor desses metabólitos 

(ANOKWURU et al., 2011; AL-RIMAWI et al., 2014; DO et al., 2014;  ZHOU; ZHANG, 

2017).  

 

3.5 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) 

Os resultados de espectro de absorção na região do infravermelho para os extratos de 

H. sabdariffa estão apresentados na figura 7. 

Os espectros de FTIR dos extratos apresentam-se bastante semelhantes, tais quais os 

encontrados em outros estudos que também analisaram extratos de H. sabdariffa (EDDY et al., 

2012; KUMAR, MANOJ e GIRIDHAR, 2015; (MOLINA-OCAMPO; VALLADARES-

CISNEROS; GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2015), salvo diferenças pontuais dependendo das 

condições de extração e das partes da planta.  

De uma maneira geral, os espectros mostram a presença de uma banda larga na região 

de 2700 a 3600 cm-1 atribuída a ligações O – H resultantes de associação polimérica. As ligações 

C – H indicativas de anel aromático foram observadas para as bandas de estiramento entre 700 

- 900 cm-1. Na região entre 1721 – 1741 cm-1, foram observadas bandas relacionadas à ligação 

C = O, atribuída a um grupo carbonila. A presença do grupo éter foi observado na faixa de  

1062-1100 cm-1 (AMIR et al., 2013). 
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Figura 7. Espectros de absorção na região do infravermelho para extratos etanólicos (EEHSC 

e EEHSF) e aquosos (EAHSC e EAHSF) de cálices e folhas de Hibiscus sabdariffa, 

respectivamente. 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Entre os extratos, o EEHSF demonstra bandas de maior proximidade às regiões que 

são encontradas em compostos flavonoides, que possuem estrutura química como a observada 

na figura 8. O que corrobora com os resultados encontrados na determinação quantitativa de 

flavonoides em que esse extrato exibiu maior teor desses compostos. 

O EAHSF exibe uma banda em 1031 cm-1 que não está presente ou está em baixa 

intensidade nos outros extratos, o que provavelmente decorre das ligações glicosídicas 

específicas nesse comprimento, o que corrobora com os resultados obtidos na propecção 

fitoquímica que identificou a presença de açucares redutores somente nesse extrato. 

Possivelmente EEHSC também apresenta tais compostos, porém em menor quantidade, visto 

que o mesmo exibiu uma banda de menor intensidade na mesma região. 
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Figura 8. Estrutura química geral dos flavonoides e os comprimentos de onda atribuídos aos 

principais grupamentos químicos contidos nesses compostos por espectroscopia na região do 

infravermelho. 

 

Fonte: Molina-ocampo, Valladares-cisneros e Gonzalez-rodriguez (2015) 

 

O EAHSC foi o único que exibiu banda no com de 1017 cm-1, atribuída à deformação 

C-H do anel aromático de antocianinas, o que também corrobora com os resultados da 

prospecção fitoquímica do presente estudo, visto que somente esse extrato demonstrou a 

presença qualitativa desses compostos. 

 

3.6 Atividades biológicas dos extratos 

 

3.6.1 Atividade antioxidante 

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de determinação da atividade antioxidante 

dos extratos de H. sabdariffa por diferentes métodos estão expressos na tabela 4. Os padrões 

Trolox e ácido ascórbico são bastante utilizados para determinação de atividade antioxidante, 

visto que os mesmos possuem elevada atividade antioxidante. Portanto, maiores teores dos 

padrões nos extratos indicam maiores atividades antioxidante (POLJŠAK; RASPOR, 2008). 

 

Tabela 4. Atividades antioxidantes determinadas por diferentes métodos de sequestro de 

radicais DPPH, ABTS e redução férrica (FRAP) de extratos de Hibiscus sabdariffa L. 

Parte da 

planta 
Extratos 

DPPH (mg 

Trolox/g extrato 

ABTS (mg AAE/g 

extrato 

FRAP (mg AAE/g 

extrato 

Cálices 
EEHSC 18,48 ± 0,76 71,6 ± 2,2 22,06 ± 0,12 

EAHSC 11,55 ± 0,79 46,9 ± 1,8 9,84 ± 1,05 

Folhas 
EEHSF 33,27 ± 2,87 154,2 ± 2,8 45,33 ± 1,26 

EAHSF 22,88 ± 0,88 104,0 ± 3,3 20,64 ± 0,21 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria própria (2018) 
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Na literatura existem diversos trabalhos que relatam atividade antioxidante em extratos 

de H. sabdariffa, especialmente dos cálices (BORRÁS-LINARES et al., 2015; SOBOTA;  

PINHO; OLIVEIRA, 2016; MACIEL et al., 2018). Tal propriedade varia muito nessa espécie, 

o que pode ser devido a variáveis que influenciam os teores de compostos relacionados à 

atividade antioxidante em extratos vegetais, tais como origem geográfica da planta (WANG et 

al., 2014; ZHEN et al., 2016), adubação (RAMOS et al., 2011; FORMAGIO et al., 2015) e 

métodos de extração de compostos ativos (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016; MACIEL et 

al., 2018). 

Verificou-se também que possivelmente exista uma relação entre os teores de 

flavonoides e as atividades antioxidantes obtidas nesse estudo, visto que os extratos em ordem 

decrescente de teores desses compostos (EEHSF, EAHSF, EEHSC e EAHSC) 

correlacionaram-se com a ordem decrescente das capacidades antioxidantes nas duas técnicas 

que tem como princípio o sequestro de radicais (DPPH e ABTS), assim como já observado em 

outro estudo com a mesma espécie (ANOKWURU et al., 2011). 

Para a técnica de redução férrica, os extratos com maior e menor atividade antioxidante 

foram os mesmos dos outros métodos, corroborando também com os resultados de flavonoides. 

A mudança na ordem de capacidade antioxidante dos outros dois extratos nessa técnica 

possivelmente relaciona-se com a proximidade dos teores desses compostos em EAHSF e 

EEHSC e também com as limitações existentes nesse teste, tais como a interferência com 

compostos redox que mesmo sem possuir propriedades antioxidantes pode reduzir o Fe (III); o 

fato de que nem todos os compostos antioxidantes são capazes de reduzir o metal a uma taxa 

tão rápida que seja possível verificar durante o tempo do teste; a produção concomitante de Fe 

(II) que possui propriedades pró oxidantes (MAGALHÃES et al., 2008). 

 

3.6.2 Atividade antimicrobiana e antiparasitária 

 

a) Atividade antibacteriana 

A resistência microbiana tornou-se um dos mais sérios e preocupantes problemas de 

saúde pública em todo o mundo. Portanto, cada vez mais busca-se novas substâncias que 

possam ter propriedades antibacterianas ou antifúngicas. Visto que tais potenciais são 

demonstrados empiricamente em várias espécies vegetais, muitas são as pesquisas que focam 

nessas plantas, a procura de antibióticos (DUARTE, 2006). 
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Não foram observadas zonas de inibição evidentes contra as estirpes bacterianas na 

concentração testada. Poucos são os estudos que já realizaram o teste de difusão em ágar para 

determinação da atividade antibacteriana em extratos de H. sabdariffa, mas há relatos de que 

extratos alcóolicos de cálices e folhas da espécie com concentrações menores que 20 mg/mL 

demonstraram efeitos inibitórios in vitro contra várias cepas bacterianas, incluindo S. aureus e 

E. coli, sendo que os extratos etanólicos apresentaram maior efeito antimicrobiano que aquosos 

(OLALEYE, 2007; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). 

A ausência de atividade dos extratos de H. sabdariffa contra as bactérias testadas 

possivemente pode ter sido devido a fatores, tais como o método de extração utilizado que 

podem ter influenciado a concentração de compostos bioativos responsáveis por tal propriedade 

nos extratos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007), os já citados fatores sazonais e genéticos 

relacionados à espécie (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014) e até mesmo o método empregado 

para a determinação da atividade antibacteriana. No caso do presente estudo, a metodologia 

empregada pode ter gerado uma falsa ideia de que o extrato não apresentava atividade, visto 

que a mesma vai depender da capacidade de difusão dos compostos no meio sólido, o que é 

muito variável entre extratos. Será necessário o emprego de método diferente para determinar 

a real capacidade antibacteriana dos extratos. 

A literatura já descreve que os compostos fenólicos são considerados como ativos 

antimicrobianos, mas nem sempre, um alto teor total em compostos fenólicos, está 

correlacionado com a alta atividade antibacteriana. Borrás-linares et. al. (2015) observaram que 

extratos de H. sabdariffa com maior atividade antibacteriana, não exibiram o maior conteúdo 

desses compostos, o que possívelmente está relacionado à complexa composição dessas 

substâncias e a possível existência de efeitos sinérgicos ou antagonistas com outros compostos 

não fenólicos. 

 

b) Atividade antifúngica 

Os resultados obtidos para o ensaio de determinação de CIM dos extratos de H. 

sabdariffa estão expressos na tabela 5. 

Houve crescimento fúngico em todos os poços, mesmo na maior concentração testada, 

o que possivelmente decorre dos teores de compostos envolvidos na atividade antifúngica, tais 

como os fenólicos não serem em quantidade suficiente para gerar a atividade antimicrobiana. 

São poucos os estudos que demonstrem atividade antifúngica de extratos de H. sabdariffa. 
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Tabela 5. Concentrações inibitórias mínimas de extratos de Hibiscus sabdariffa frente ao fungo 

C. albicans. 

Parte da planta Extratos Concentração (µg/mL) 

Cálices 
EEHSC >5000 

EAHSC >5000 

Folhas 
EEHSF >5000 

EAHSF >5000 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Rukayadi, Shim e Hwang (2008) encontrou resultados positivos para o extrato 

metanólico de frutos da espécie contra cepas de C. albicans em uma concentração, porém com 

uma concentração duas vezes maior que a utilizada no presente estudo. Ainda constataram que 

o extrato não se apresentou efetivo para outras espécies de Candida. Alshami e Alharbi (2014) 

também verificaram que o extrato aquoso de cálices apresentou alta potência (MIC < 2000 

µg/mL) contra cepas clínicas de C. albicans, isoladas de infeções recorrentes do trato urinário. 

 

c) Avaliação in vitro da atividade antileishmania 

Os resultados desse estudo demonstraram pela primeira os efeitos de inibição in vitro 

de extratos etanólicos e aquosos de H. sabdariffa contra formas promastigotas de L. 

amazonensis e estão apresentados na figura 9. O controle positivo Anfotericina B, na 

concentração testada (2 µg/mL) apresentou 89,95% ± 0,07 de inibição de crescimento. 

Verificou-se que os extratos aquosos de ambas as partes estudadas se destacaram na 

avaliação da capacidade antileishmania, no entanto, EAHSC (figura 9 - A) apresentou menor 

CI50 (128,974 µg/mL) e, portanto, maior atividade. EAHSF (Figura 9 - B) foi o segundo a 

apresentar melhor atividade (CI50 = 325,599 µg/mL). 

Com relação aos extratos etanólicos, não foi possível calcular a CI50, visto que na 

maior concentração testada, os mesmos apresentaram porcentagens menores de 50% de 

inibição. O EEHSC (figura 9 - C) se mostrou mais efetivo, pois na concentração de 800 µg/mL 

demonstrou 48,18% de inibição, enquanto que EEHSF (figura 9 - D) na mesma concentração, 

exibiu 42,89% de atividade inibitória. 

Os compostos fenólicos, especialmente os flavonoides estão bastante relacionados 

com a atividade antileishmania de diferentes extratos vegetais (KAUR; KAUR, 2018; 
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ARÉVALO-LOPÉZ et al., 2018). Apenas o extrato EAHSC demonstrou a presença de 

antocianinas, como demonstrado nos resultados de prospecção fitoquímica e FTIR. Dessa 

forma, possivelmente a presença de tais compostos esteja relacionada à melhor eficácia desse 

extrato quando comparado aos demais, visto que já foi descrita uma relação direta entre o teor 

desses compostos e a atividade antileishmania (MANSOUR et al., 2013). 

 

Figura 9. Atividade antileishmania de extratos aquosos (EAHSC e EEHSF) e etanólicos 

(EEHSC e EEHSF) de cálices e folhas de Hibiscus sabdariffa e do antibiótico Anfotecina B 

(Anf B). Os resultados estão representados por média ± desvio padrão (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001). 
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Fonte: Autoria própria (2017) 

 

3.6.3 Ensaio in vitro de inibição da enzima acetilcolinesterase 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez por meio de ensaio in vitro a atividade 

de inibição de AChE de extratos aquosos e etanólicos de folhas e cálices de H. sabdariffa. Os 
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resultados estão expressos na figura 10. O EEHSC apresentou melhor porcentagem de inibição 

(69%) quando comparado aos outros extratos testados. 

Figura 10. Porcentagens de inibição da atividade de AChE por extratos aquosos (EAHSC e 

EEHSF) e etanólicos (EEHSC e EEHSF) de cálices e folhas de H. sabdariffa. 
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Autoria própria (2018) 

 

Devido a distância entre a porcentagem de inibição na maior concentração e na 

imediatamente anterior seguindo a diluição seriada para o EEHSC, foi feita uma diluição 

intermediária para ser possível calcular a concentração necessária para provocar 50% de 

inibição enzimática, que foi de 2,80 mg/mL como demonstrado na figura 11.  

 

Figura 11. Porcentagens de inibição da atividade de AChE por extrato etanólico de cálices de 

Hibiscus sabdariffa (EEHSC). 
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Fonte: Autoria própria (2018) 
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Alguns autores testaram extratos da espécie para verificação da mesma atividade. No 

entanto, os mesmos utilizaram extratos obtidos por diferentes rotas e com a utilização de 

solventes tóxicos. Seung e colaboradores (2016) testaram fração hexânica de cálices de H. 

sabdariffa e obtiveram uma resposta de 47,23% para a inibição da AChE numa concentração 

de 1 mg/mL. Em estudo semelhante, OBOH e colaboradores (2018) verificaram uma CI50 de 

46,96 µg/mL para extrato de cálices obtido com metanol e ácido clorídrico (HCl). 

Alguns estudos correlacionam quantidades de compostos fenólicos totais em extratos 

com ação de inibição da enzima AChE, apoiando a ideia de que esses constituintes apresentem 

efeito neuroprotetor (PAPANDREOU et al., 2009; GIRONÉS-VILAPLANA et al., 2012). Essa 

correlação corrobora com os resultados desse estudo, em que o extrato com maior teor de 

compostos fenólicos foi o que possuiu melhor atividade de inibição enzimática. No entanto, a 

diferença de concentração entre EEHSC e EAHSC não foi tão grande e, no entanto, a atividade 

apresentou-se muito discrepante, o que sugere que a atividade também depende da interação 

com outros compostos não fenólicos. 

OBOH e colaboradores (2018) realizaram a identificação dos compostos presentes em 

extrato de cálices obtido com metanol e HCl por meio de CLAE e confirmaram os compostos 

fenólicos possivelmente envolvidos nessa atividade (ácido clorogênico, rutina e catequina). O 

perfil de EEHSC apresentou-se bastante similar com o obtido pelos autores e possivelmente as 

mesmas moléculas são as responsáveis pela melhor resposta exibida pelo mesmo na inibição 

enzimática por esse extrato, visto os relatos de estudos anteriores sobre o potencial dessas 

moléculas na terapia de disturbios neurodegenerativos (OBOH et al., 2016; OLASEHINDE; 

OLANIRAN; OKOH, 2017). 

  

3.6.4 Atividade hemolítica 

Os resultados para análise da citotoxicidade dos extratos de H. sabdariffa contra 

eritrócitos humanos estão expressos na tabela 6. 

Pôde-se verificar que os extratos foliares apresentam-se mais tóxicos que os de cálices. 

Não há na literatura informações acerca dos efeitos tóxicos de extratos foliares de H. sabdariffa, 

mas alguns estudos in vivo já verificaram que extratos aquosos de cálices da espécie exibiram 

um efeito protetor contra o dano causado pelo estresse oxidativo provocado por ácido sulfúrico 

(H2SO2) em membranas plasmáticas de hemácias de camundongos saudáveis (MOHAMED; 

NOR;  BUDIN, 2012) e com diabetes induzida por estreptozotocina (MOHAMED et al., 2013). 
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Também já foi constatado que extrato do cálice tem efeito hematoprotetor em casos de anemia 

e leucocitose induzida por tetracloreto de carbono (FAMUREWA; KANU; OGUGUA, 2015).  

 

Tabela 6. Concentrações eficientes de extratos aquosos e etanólicos de Hibiscus sabdariffa 

para causar 50% de hemólise (CH50). 

Parte da planta Extrato CH50 (mg/mL) 

Cálices 
EEHSC 2,95 ± 0,06 

EAHSC 2,47 ± 0,27 

Folhas 
EEHSF 1,09 ± 0,09 

EAHSF 1,34 ± 0,14 

EEHSC: extrato etanólico de cálices; EEHSF: extrato etanólico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de cálices; 

EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Todos esses estudos relacionam essa atividade hematoprotetora com a presença nesses 

extratos de compostos antioxidantes, responsáveis por reduzir o estresse oxidativo e 

consequentemente o dano às membranas e a morte celular. Essas informações corroboram os 

resultados encontrados nesse estudo, visto que os extratos de cálices apresentaram maiores 

CH50, ou seja, menores capacidades hemolíticas e esses são os que exibiram maiores teores de 

compostos fenólicos. 

Os resultados demonstram que as concentrações dos extratos que apresentaram boas 

respostas nos testes antilesihmania estão abaixo das concentrações hemolíticas dos extratos. 

Já com relação ao teste de inibição da acetilcolinesterase, verificou-se que a CI50 de 

EEHSC foi abaixo, no entanto muito próxima a concentração que causou 50% de hemólise no 

teste de citotoxicidade. Dessa forma, seria interessante a busca de estratégias para reduzir a CI50 

ou a CH50 desse extrato como por exemplo a aplicação do extrato em sistema nanoestruturados. 

 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Foram isolados de forma eficiente compostos diferentes dos diferentes extratos, sendo 

ainda necessários mais estudos para confirmar a identidade dessas substâncias; 

• Determinou-se a concentração de compostos polifenólicos totais e flavonoides, bem 

como a correlação dos últimos com as atividades antioxidantes determinadas por duas das 

técnicas empregadas; 
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• Pela primeira vez foram avaliadas as atividades antileishmania contra formas 

promastigotas de L. amazonenses e de inibição da enzima acetilcolinesterase de extratos de 

cálices e folhas de H. sabdariffa, verificando-se um destaque para os extratos aquoso e etanólico 

do cálice para cada atividade, respectivamente;   

• Nenhum dos extratos exibiu atividade antimicrobiana satisfatória nas concentrações e 

para as estirpes testadas, sendo necessário a investigação dessa atividade contra outros 

microrganismos. 

• Os extratos obtidos a partir de folhas da espécie apresentaram maior citotoxicidade 

contra eritrócitos humanos que os provenientes de cálices; 

• A CI50 de interesse para a utilização de EEHSC em atividade de inibição enzimática está 

muito próxima da CH50 hemolítica, sendo necessária a busca de estratégias que reduzam a IC50 

ou a citotoxicidade dos extratos; 

• A CI50 de EAHSC e EAHSF para a atividade antileishmania foram bem abaixo que as 

CH50 hemolíticas, demonstrando que os extratos podem ser utilizados no desenvolvimento de 

tratamentos alternativos para a leishmaniose cutânea, sendo necessários ainda a realização de 

testes de citotoxicidade contra outras células normais.
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SÍNTESE VERDE, CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA OBTIDAS UTILIZANDO 

EXTRATOS AQUOSOS DE Hibiscus sabdariffa L. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento de nanopartículas metálicas, especialmente derivadas de metais 

nobres, como por exemplo a prata, tem se destacado para aplicações médicas devido a suas 

propriedades únicas, tais como estabilidade química, boa condutividade, atividade catalítica, 

além de propriedades antimicrobianas (AHMED et al., 2016). 

A maioria dos métodos químicos de síntese de nanopartículas de prata (AgNPs) baseia-

se no uso de produtos redutores e estabilizantes tóxicos. No entanto, vêm surgindo alguns 

métodos viáveis e ambientalmente seguros, chamados de “verdes” que utilizam extratos 

vegetais para a síntese dessas nanopartículas (HAIDER; KANG, 2015). 

Alguns estudos já confirmaram que extratos aquosos da espécie Hibiscus sabdariffa 

podem ser utilizados em química verde para sintetizar AgNPs (KUMAR et al., 2014; 

CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016; KALITA; GANGULI, 2016). No entanto, o enfoque 

desses estudos não foi avaliar suas propriedades biológicas. 

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo empregar extratos aquosos de 

folhas e cálices de H. sabdariffa em método verde para sintetizar AgNPs e avaliar as possíveis 

atividades biológicas e de toxicidade das mesmas. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Síntese das AgNPs 

Para a síntese verde de AgNPs, utilizou-se os extratos EAHSC e EAHSF, obtidos 

segundo metodologia descrita no capítulo 2 (item 2.2). Nove mililitros de solução aquosa de 

nitrato de prata (AgNO3) com concentração de 1 mM foram colocados sob agitação magnética 

constante e então 1 mL de solução de EAHSC e EAHSF à 20 mg/mL e pH ajustado para 11 

com hidróxido de sódio (NaOH) foi adicionado a cada um dos sistemas. As misturas 

permaneceram em agitação à temperatura ambiente por 60 minutos. 
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2.2 Caracterização das AgNPs  

 

2.2.1 Espectroscopia UV-VIS 

O progresso das reações de síntese das AgNPs foram monitorados por medições de 

espectroscopia UV-VIS utilizando um espectrofotômetro Shimadzu® UV-1800. 

 

2.2.2 Espalhamento de luz dinâmico (Dynamic Light Scatterin - DLS) e Mobilidade 

eletroforética (potencial zeta) 

O tamanho médio das nanopartículas e o índice de polidispersão (PDI) foram 

determinados pela técnica de análise de espalhamento de luz dinâmico (espectroscopia de 

correlação de fótons – DLS), com laser de comprimento de onda de 633 nm em um ângulo de 

dispersão fixo de 90° e o potencial zeta foi determinado pela mobilidade eletroforética das 

amostras utilizando equipamento Malvern Zetasizer Nano®, Modelo ZS 3600. As amostras 

foram medidas em triplicata e descritas em média ± desvio padrão. 

 

2.2.3 Análise de rastreamento de nanopartículas (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) 

As medições foram realizadas em equipamento Malvern NanoSight® NS300, 

utilizando um módulo LASER de 542 nm e o software NTA 3.2. Uma alíquota de 1 ml de 

amostra diluída em água Milli-Q® foi injetada lentamente na câmara de amostra e, então, foram 

capturados 5 vídeos de 1 minuto (total de 5 minutos). Em cada vídeo um conjunto distinto de 

nanopartículas foi analisado, de modo a aumentar a representatividade estatística. Cada um foi 

analisado independentemente, determinando-se uma distribuição de tamanhos e uma 

concentração total por vídeo. No final, o software combinou os dados, apresentando a 

distribuição média (ponderada) de tamanhos e o valor da concentração, com os respetivos 

valores de erro associados. 

 

2.2.5 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

A análise de espectroscopia na região do infravermelho foi realizada em espectrômetro 

Shimadzu® IRAffinity-1S, na faixa espectral de 4000-700 cm-1 de resolução, pela técnica ATR 

(Atenuated Total Reflectance). Em todas as amostras foram realizadas 45 scans em cristal de 

seleneto de zinco para a identificação dos grupos funcionais presentes na AgNP-EAHSC. 
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2.3 Atividades biológicas das AgNPs 

 

2.3.1 Atividade antioxidante 

 

a) Ensaio da atividade sequestrante 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6- ácido sulfônico) 

(ABTS) 

A capacidade antioxidante foi determinada pela determinação da capacidade de 

sequestro do radical livre ABTS•+ [2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)] de 

acordo com a metodologia proposta por Re et al. (1999) e modificada por Gião et al. (2007). 

Nesta técnica há produção direta do cromóforo (azul/verde) por meio da reação entre ABTS e 

persulfato de potássio. A solução de ABTS•+, foi preparada através da adição, a 1:1 (v/v), de 7 

mmol/l de solução de sal de ABTS•+ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) a 2,45 

mmol/l de soluções de persulfato de potássio.  

Utilizou-se um volume preciso de cada amostra para obter uma porcentagem de 

inibição entre 20 e 80%, por 6 min de reação, com 1 mL de solução ABTS•+ a partir da fórmula 

PI (%) = (AbsABTS•+ - Absamostra/AbsABTS•+) x 100, onde PI (%) representa a porcentagem de 

inibição, AbsABTS•+ corresponde à absorbância inicial do ABTS•+ diluído e Absamostra refere-se à 

absorbância da amostra após 6 minutos de reação. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 734 nm em 

triplicata. Foi utilizada curva de calibração previamente preparada com ácido ascórbico como 

padrão, o resultado final foi expresso como concentração equivalente de ácido ascórbico 

(AAE).  

 

2.3.2 Atividade antimicrobiana 

Foi realizado o ensaio de microdiluição em caldo de acordo com metodologia descrita 

em 2013 por Quelemes e colaboradores para determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) das AgNPs frente à cinco espécies de bactérias, três Gram-positivas (Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Enterococcus faecalis ATCC 

29212) e duas Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium 

ATCC 1401) e à uma espécie de fungo Candida albicans. As suspensões bacterianas foram 

preparadas em caldo Mueller-Hinton a uma concentração de 5 x 105 UFC/mL e, a fúngica, em 

caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS a 103 UFC/mL. Por meio de diluições seriadas de 
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razão dois (1:2) foram obtidas concentrações variando de 3 a 48,6 µg Ag+/mL, disposta em 

placas de 96 poços de acordo com a figura 1. 

 

Figura 1. Desenho experimental para determinação da CIM de AgNP-EAHSC e AgNO3 frente 

às bactérias E. coli, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, S. typhimurium e ao fungo C. albicans. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

2.3.3 Atividade hemolítica 

Foi investigada a possível capacidade da AgNP causar lesões diretas à membrana 

plasmática de eritrócitos baseando-se em método descrito por Marani et al. (2015). Para isso, 

sangue de um doador voluntário saudável foi coletado em tubo contendo anticoagulante e os 

eritrócitos foram lavados 3 vezes em solução salina (NaCl 0,85%) por centrifugação (3000 

rpm/15 min) para redução da contaminação plasmática e ressuspensos em salina para obtenção 

de uma suspensão de eritrócitos a 2,5%.  

Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços. Cada poço, a partir da fileira B 

recebeu 150 μL da solução salina. Na fileira A, os poços receberam 300 μL de solução de AgNP 

em triplicata, em seguida foi retirado 150 μL de cada poço da fileira A e realizando diluições 

seriadas para cada fileira vertical de modo que as concentrações variaram de 0,38 a 48,6 µg 

Ag+/mL. O mesmo procedimento foi realizado com a AgNO3 pura nas mesmas concentrações. 

Em seguida, foram plaqueados em todos os poços 150 μL de suspensão de eritrócitos. Para o 

controle positivo utilizou-se a mesma proporção de salina/Triton X (concentração). Após 

incubação de 30 minutos em estufa à temperatura de 36 ºC, as amostras foram centrifugadas 

(8000 rpm por 1 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da 

absorbância no leitor de microplacas a 492 nm.  
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Os resultados de porcentagem de hemólise foram obtidos por meio da fórmula: 

Hemólise (%) = Absamostra – Abscnegativo/Abscpositivo - Abscnegativo, onde Abscnegativo representa a 

absorbância da salina e Abscpositivo indica a absorbância do Triton. Os resultados foram expressos 

em concentração efetiva capaz de hemolisar 50% das hemácias (CH50) que foi calculada 

utilizando-se equações da reta (y = ax+b) obtidas por meio de regressão linear com coeficientes 

de correlação próximos a 1 (R² = 0,97 – 0,99), de acordo com a metodologia descrito por Brien-

Simpson et al. (2016). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Caracterização das AgNPs 

Verificou-se que em AgNP-EAHSC houve uma mudança progressiva na coloração 

(figura 2), indicativa da formação de AgNPs. 

 

Figura 2. Mudança na coloração da solução de nanopartículas de prata sintetizadas por rota 

verde com extrato aquoso de cálices de Hibiscus sabdariffa (AgNP-EAHSC) - (A) dia da 

síntese; (B) 4 semanas após a síntese. 

 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

3.1.1 Espectroscopia UV-VIS 

A partir dos resultados de espectroscopia, foi possível verificar que após duas semanas 

surgiu uma banda plasmônica na região de 420 nm em AgNP-EAHSC, como mostrado na 

figura 3 (A). Essa banda indica a redução de AgNO3 e formação de AgNPs. A reação continuou 

ocorrendo em AgNP-EAHSC até a quarta semana, estabilizando após esse período. 
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No tocante à AgNP-EAHSF, observou-se que somente após 4 semanas da síntese, 

houve o indicativo da formação de uma banda na região de 400 a 450 nm que não ficou tão 

evidente mesmo após 5 semanas da síntese, como demonstrado na figura 3 (B). 

Dessa forma, optou-se pelo prosseguimento das outras etapas de caracterização e 

avaliação de atividades biológicas apenas com a AgNP-EAHSC, visto o menor tempo de síntese 

e estabilização das mesmas quando comparadas à AgNP-EAHSF e, a maior possibilidade de 

esta apresentar tamanhos de partículas maiores, visto que quanto maior a largura da banda, 

maiores serão os tamanhos e a dispersão das partículas  (MLALILA et al., 2017). 

 

Figura 3. Espectros de UV-VIS para as AgNPs. (A) AgNP-EAHSC; (B) AgNP-EAHSF. 
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Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Os resultados encontrados na literatura corroboram com os espectros de UV-VIS desse 

estudo, pois extratos aquosos de H. sabdariffa, já foram empregados em síntese verde de 

AgNPs, tanto os de cálices (KUMAR et al., 2014) quanto os foliares (KALITA; GANGULI, 

2016). Tais estudos verificaram que AgNPs obtidas com extratos de folhas da espécie 

apresentaram maior dispersão entre as partículas com diâmetros variando de 5-60 nm, enquanto 

as sintetizadas com extratos do cálice apresentaram-se mais homogêneas com tamanhos em 

torno de 20 nm.  

 

3.1.2 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

O FT-IR foi realizado para identificar as ligações e grupos funcionais associados à 

síntese da AgNP. Os resultados de FTIR obtidos para a AgNP-EAHSC estão expressos na 

figura 4. 
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Os espectros de EAHSC e AgNPs-EAHSC demonstram algumas diferenças. As 

bandas 3331 cm-1 e 2940 cm-1 do extrato relacionadas a ligações O-H resultantes de associações 

poliméricas e ligações de hidrogênio intramolecular com C=O, estão deslocadas na 

nanopartícula para 3386 cm-1  e para 3186 cm-1 , com aumento de intensidade na segunda. Além 

disso, todas as bandas presentes na região de 700-1800 cm-1 que incluem bandas de estiramento 

relacionadas a ligações C-H de anel aromático, ligações C=O, atribuída a grupos carbonila e 

grupos éter, foram consumidas, sendo que houve o surgimento de uma banda em 1648 cm-1   

em AgNP-EAHSC que corresponde a ligações C=O de amidas associadas (AMIR, 2013). 

 

Figura 4. Espectros de absorção na região do infravermelho para EAHSC e AgNP-EAHSC 

EAHSC - extrato aquoso de cálices; AgNP-EAHSC – nanopartículas de prata obtidas com 

extrato aquoso de cálices de Hibiscus sabdariffa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

Dessa forma, confirma-se que compostos fitoquímicos presentes no extrato estiveram 

envolvidos na redução dos íons Ag+  em Ag0 e consequentemente no processo de síntese verde 

das AgNPs. 

3.1.3 Tamanho médio, índice de polidispersão e potencial zeta de AgNP-EAHSC 

O tamanho médio, o índice de polidispersão e o potencial zeta das AgNP-EAHSC 

estão descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1. Tamanho médio, PDI e potencial zeta da AgNP-EAHSC. 

Tamanho médio (nm) Índice de Polidispersão (PDI) Potencial zeta (mV) 

56,27 ± 4,6 0,693 ± 0,14 -20,58 ± 0,3 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

O valor médio observado para o diâmetro hidrodinâmico indicado pelo equipamento 

foi de 56,7 ± 4,6 nm, estando, portanto, em escala nanométrica. 

O grau de polidispersão (PDI), que indica estabilidade coloidal em solução de AgNPs, 

foi 0,693 ± 0,14. As nanopartículas de prata formadas por rotas de síntese verde geralmente 

possuem um PDI moderado, os quais variam de 0,3 a 0,5.  

O valor de potencial zeta indica estabilidade do sistema, para os quais valores acima 

de 30 em módulo demonstram boa estabilidade por repulsão iônica. O valor encontrado para as 

AgNPs sintetizadas foi de -20,58 ± 0,3 mV, confirmando que o princípio de estabilização de 

AgNP-EAHSC não é por repulsão iônica e que se deve, possivelmente a ligações 

intermoleculares dos compostos bioativos do extrato, como demonstrado nos resultados de 

FTIR. 

A análise de rastreamento mostrou que o processo de síntese utilizado resultou em uma 

suspensão contendo 5,93x1010 nanopartículas/ml como pode ser observado na figura 5. O 

tamanho médio das AgNP-EAHSC foi de 50,2 ± 1,6 nm, semelhante ao encontrado por análise 

de DLS, mas levemente menor. O diâmetro hidrodinâmico refere-se ao tamanho da partícula 

propriamente dita acrescida do tamanho das moléculas advinda do material vegetal que ficam 

ao redor da partícula estabilizando-a, o que explica o tamanho médio maior nas análises por 

essa técnica.  
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Figura 5. Distribuição do tamanho e concentração de AgNP-EAHSC por análise de 

rastreamento de nanopartículas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2017) 

 

3.2 Atividades biológicas de AgNP-EAHSC 

 

3.2.1 Atividade antioxidante 

A atividade antioxidante das nanopartículas foi realizada empregando o método de 

sequestro do radical ABTS. Foi obtido resultado de 5,8 ± 6,1 µg AAE/mL de AgNP, portanto 

menor que o encontrado para EAHSC apresentado no item 3.6.1 do capítulo 2 (46,9 ± 1,8 mg 

AAE/g de extrato), o que era esperado, visto que as moléculas com essa capacidade foram 

consumidas durante o processo de síntese da AgNP. 

O resultado desse ensaio demonstrou que possivelmente a AgNP-EAHSC tem outros 

mecanismos diferentes de ação antioxidante e direciona para a escolha de testes que se baseiem 

em outras técnicas para uma melhor avaliação de sua capacidade.   

 

3.2.2 Concentração inibitória mínima (CIM) 

Os resultados obtidos para o teste antimicrobiano das amostras estão representados na 

tabela 2.  

A atividade foi dose-dependente tanto para as nanopartículas quanto para o controle 

nitrato de prata. Não foram expressas as três menores concentrações testadas na tabela visto 

que houve crescimento em todos esses poços. 
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A AgNP-EAHSC foi capaz de inibir todos os microrganismos na mais alta 

concentração testada (48,6 µg Ag+/mL) e na segunda mais alta (24,3 µg Ag+/mL) inibiu E. coli, 

E. faecalis, S. epidermidis e S. typhimurium. O AgNO3 exibiu uma atividade levemente superior 

à AgNP-EAHSC, no entanto é importante verificar a biocompatibilidade e o perfil toxicológico 

do sal e dos nanomateriais, visto que a maioria deles parece não serem biodegradáveis e 

permanecerem na natureza e nos tecidos durante anos (SOARES, 2014). 

 

Tabela 2. Concentrações inibitórias mínimas (CIM) de AgNP-EAHSC e do controle de solução 

de nitrato de prata (AgNO3). 

Espécies MIC (µg Ag+/mL) 

AgNP-EAHSC AgNO3 

C. albicans 48,6 6,1 

E. coli 24,3 24,3 

E. faecalis 24,3 12,5 

S. aureus 48,6 24,3 

S. epidermidis 24,3 12,5 

S. typhimurium 24,3 24,3 

Fonte: Autoria própria (2018) 

 

3.2.3 Atividade hemolítica 

Os resultados obtidos para o teste de hemólise estão expressos na tabela 3. 

 

Tabela 3. Concentrações efetivas de AgNP-EAHSC e AgNO3 para causar 50% de hemólise. 

Amostra CH50 (µgAg+/mL) 

AgNP-EAHSC 50, 93 ± 3,15 

AgNO3 29,59 ± 2,69 

Fonte: Autoria própria (2018) 

Verificou-se que, embora AgNP-EAHSC tenha apresentado menor atividade 

antimicrobiana que AgNO3 para algumas das cepas testadas (C. albicans, E. faecalis e S. 

epidermidis), a mesma exibiu menor toxicidade contra eritrócitos e que a CH50 observada foi 

maior que as concentrações de interesse demonstradas nos testes.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Utilizou-se extratos aquosos de cálices e folhas de H. sabdariffa para a síntese verde de 

nanopartículas de prata; 

• Verificou-se que os extratos de cálices foram mais eficientes que os de folhas na redução 

dos íons Ag+ e consequente formação das AgNPs. 

• Caracterizou-se AgNPs-EAHSC obtida com extratos de cálice por meio das técnicas de 

FTIR, PDI, NTA, DLS e Potencial zeta. 

• Confirmou-se que os compostos fitoquímicos presentes no extrato estiveram envolvidos 

no processo de síntese, o tamanho nanométrico das partículas, a estabilidade coloidal 

compatível com o tipo de nanopartícula e que o princípio de establilização das mesmas não se 

dá por repulsão iônica. 

• Verificou-se capacidade antioxidante da AgNP-EAHSC e que a mesma exibiu atividade 

contra todas as cepas microbianas testadas, sendo mais efetiva contra E. coli, E. faecalis, S. 

epidermidis e S. typhimurium. 

• Verificou-se que AgNP-EAHSC apresentou-se menos citotóxicas que AgNO3.  
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PERSPECTIVAS 

 

• Isolar e identificar por meio de espectrometria de massas os picos majoritários de cada 

extrato de H. sabdariffa obtidos nas análises por CLAE; 

• Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de H. sabdariffa por meio da técnica de 

diluição em caldo; 

• Caracterizar morfologicamente a AgNP-EAHSC por meio da técnica de microscopia de 

força atômica; 

• Avaliar a capacidade antioxidante de AgNP-EAHSC por meio das técnicas de DPPH e 

FRAP; 

• Determinar as atividades antileishmania e de inibição enzimática in vitro de AgNP-

EAHSC; 
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