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RESUMO

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) representa uma alternativa eficiente e sustentavel
para a recuperacao de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais. O presente trabalho
teve como objetivo otimizar as condi¢des de extracdo de compostos fendlicos totais (CFT),
flavonoides totais (FT) e antocianinas totais (AT) dos célices desidratados de Hibiscus
sabdariffa, utilizando um delineamento fatorial Box-Behnken com trés variaveis
independentes: concentracao de etanol (Xi: 25, 50 e 75%), temperatura (X2: 30, 45 e 60 °C) e
tempo de ultrassom (Xs: 5, 10 e 15 min). Antes do planejamento, avaliou-se o efeito preliminar
do ultrassom na extracao de antocianinas em diferentes tempos de sonicagao (0, 5, 10 € 15 min),
e a estrutura dos célices, antes e apds o tratamento, foi analisada por microscopia eletronica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG). Os modelos ajustados apresentaram
coeficientes de determinagdo de 0,8247, 0,7897 ¢ 0,9270 para CFT, FT e AT, respectivamente.
A concentracdo de etanol (Xi) foi a varidvel de maior impacto sobre as trés respostas, com o
maior t-valor absoluto registrado para AT (t=—25,195; p <0,001). A otimizacao por funcao de
desejabilidade global resultou em desejabilidade de 0,7455, com condig¢des otimas de 44,17%
de élcool, 60 °C e 13,83 min de ultrassom, produzindo o extrato global (HG) com valores
preditos de 20,07 mg EAG/g cd para CFT, 3,96 mg EAG/mL para FT e 4,30 mg ECG/mL para
AT. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, com destaque
para o extrato otimizado de flavonoides (HF), que apresentou o maior valor de FRAP (4386,78
+ 120,48 uM). A estabilidade das antocianinas do extrato HG foi avaliada em diferentes
condigdes de pH, luz e temperatura. A maior atividade antioxidante foi observada em pH acido
(1259,43 uM em pH 4), com reducao acentuada em condigdes alcalinas (333,29 uM em pH
13). A exposicao a luz acelerou a degradacao do cation flavilio, com meia-vida de 69 h sob luz
frente a 157 h no escuro. O aumento da temperatura reduziu progressivamente a retengao de
cor, com valores de 82, 74 e 71% ap6s 8 h a 60, 80 e 100 °C, respectivamente. Os resultados
demonstram que a EAU otimizada pelo delineamento Box-Behnken ¢ uma estratégia eficiente
para a obtengdo de extratos de H. sabdariffa com elevado contetido de compostos bioativos e
potencial de aplicagao como ingrediente funcional na industria de alimentos.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante; sustentabilidade; extracdo verde; antocianinas;
modelagem experimental.



ABSTRACT

Ultrasound-assisted extraction (UAE) represents an efficient and sustainable alternative for
recovering bioactive compounds from plant matrices. This study aimed to optimize the
extraction conditions for total phenolic compounds (TPC), total flavonoids (TF), and total
anthocyanins (TA) from dehydrated Hibiscus sabdariffa calyces using a Box-Behnken factorial
design with three independent variables: ethanol concentration (Xi: 25, 50, and 75%),
temperature (X2: 30, 45, and 60 °C), and ultrasound time (Xs: 5, 10, and 15 min). Before the
experimental design, the preliminary effect of ultrasound on anthocyanin extraction was
assessed at different sonication times (0, 5, 10, and 15 min), and the structure of the calyces
before and after treatment was analyzed by field emission scanning electron microscopy (FE-
SEM). The fitted models showed coefficients of determination of 0.8247, 0.7897, and 0.9270
for TPC, TF, and TA, respectively. Ethanol concentration (X:) was the most influential variable
across all three responses, with the highest absolute t-value recorded for TA (t=-25.195; p <
0.001). Global desirability optimization yielded a desirability of 0.7455, with optimal
conditions of 44.17% ethanol, 60 °C, and 13.83 min of ultrasound, producing the global
optimized extract (HG) with predicted values of 20.07 mg GAE/g dw for TPC, 3.96 mg QE/mL
for TF, and 4.30 mg CGE/mL for TA. Antioxidant activity was assessed by DPPH, ABTS, and
FRAP methods, with the flavonoid-optimized extract (HF) showing the highest FRAP value
(4386.78 £ 120.48 uM). Anthocyanin stability in extract HG was evaluated under different pH,
light, and temperature conditions. The highest antioxidant activity was observed under acidic
conditions (1259.43 uM at pH 4), with a marked reduction under alkaline conditions (333.29
uM at pH 13). Light exposure accelerated flavylium cation degradation, with a half-life of 69
h under light versus 157 h in the dark. Increasing temperature progressively reduced color
retention, reaching values of 82, 74, and 71% after 8 h at 60, 80, and 100 °C, respectively. The
results demonstrate that the UAE optimized by Box-Behnken design is an efficient strategy for
obtaining H. sabdariffa extracts with high bioactive compound content and potential application
as a functional ingredient in the food industry.

Keywords: Antioxidant capacity; phenolic compounds; flavonoids; anthocyanins;
experimental design.
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1 INTRODUCAO

Métodos eficientes de extracdo de compostos bioativos de plantas alimenticias nao
convencionais (PANC’s) e alimentos funcionais sdo areas de intensa pesquisa, impulsionada
pelo crescente interesse na utilizagdo de produtos naturais para promover a satide e o bem-estar.
Nesse contexto, o Hibiscus sabdariffa emerge como uma planta de grande potencial devido a
sua rica composicao fitoquimica, que inclui antioxidantes, flavonoides, acidos organicos e
antocianinas.

A tecnologia de extracdo assistida por ultrassom (EAU) tem se destacado como uma
abordagem promissora para a obtengdo de extratos vegetais de alta qualidade, devido a sua
capacidade de aumentar a eficiéncia do processo de extracdo ¢ a solubilizagao dos compostos
bioativos presentes nas plantas. Por meio da aplicagdo de ultrassom ocorre a ruptura das células
vegetais ¢ a liberagdo dos compostos bioativos, resultando em extratos mais concentrados e
biodisponiveis.

No entanto, apesar do potencial da EAU, ainda ha desafios a serem superados em relacao
a otimizacao dos parametros de extragdo, como a temperatura, o tempo de exposi¢cdo ¢ a
propor¢do entre o material vegetal e o solvente. Além disso, a caracterizacdo detalhada dos
compostos bioativos presentes nos extratos de Hibiscus sabdariffa é essencial para
compreender seus potenciais efeitos funcionais.

Através de uma combinacdo de técnicas analiticas, € possivel identificar e quantificar
0s principais compostos presentes nos extratos, incluindo éacidos fenolicos, flavonoides e
antocianinas e com isso obter um extrato de maior valor nutricional.

Além disso, ao explorar os beneficios da tecnologia ultrassonica para a obtencao de
extratos vegetais, ha contribui¢do para o desenvolvimento de praticas mais sustentdveis na
industria de produtos naturais e fitoterapicos, pela demanda dos consumidores por produtos
menos processados. Assim, a obtencao de extratos dos calices de Hibiscus sabdariffa assistida
por ultrassom e a caracteriza¢ao de seus compostos bioativos representam uma area de pesquisa

promissora.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a extragdo e quantificar os compostos bioativos de extratos dos calices de

Hibiscus sabdariffa, obtidos com auxilio de ultrassom

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composi¢do centesimal dos calices de Hibiscus sabdariffa;

e Avaliar a estrutura das paredes vegetais dos calices de hibisco antes e ap6s extragdo com
o auxilio do ultrassom, através da microscopia eletronica de varredura;

e Otimizar a extragdo dos compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e das trés
classes simultaneamente por meio de planejamento experimental;

e Avaliar as atividades antioxidantes do extrato em relagdo aos diferentes métodos de
extracao;

e Determinar a estabilidade das antocianinas presentes no extrato em diferentes condigdes

de temperatura, pH e luz.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANC’s)

Poucas plantas sdo utilizadas como fonte de alimento no planeta Terra, mesmo tendo
uma biodiversidade enorme, chegando a ter milhares de espécies espalhadas pelo planeta.
Dentre as plantas existentes, 90% do fornecimento de alimento no mundo vem apenas de 103
espécies diferentes (Pereira ef al., 2023; Igbal et al., 2022).

Com o passar dos anos, por conta do crescimento populacional mundial, surge como
necessidade a busca por alternativas como fonte de alimentos, que possam garantir e atender as
necessidades nutricionais, a seguranca alimentar, uma alimenta¢do saudavel e incentivar uma
sociedade mais sustentdvel. Entretanto, diversas espécies de plantas que possuem
caracteristicas que possam contribuir para a alimentacdo humana sio utilizadas parcialmente
ou nem chegam a ser utilizadas, podendo serem denominadas plantas alimenticias nao
convencionais (PANC’s) (Pereira et al., 2023; Igbal et al., 2022; Ferreira et al., 2024).

Por conta de mecanismos de adaptacdo e uma grande resisténcia em ambientes
considerados hostis para diversas plantas, as PANC’s podem ser encontradas facilmente em
locais nao esperados como pracas, beira de estradas e terrenos baldios, eventualmente sendo
vistas como arbustos, ervas daninhas, pragas ou até mesmo consideradas apenas como um mato
sem utilidade (Fangueiro et al., 2022). Contudo, ainda que no Brasil haja uma grande
biodiversidade de plantas, podendo chegar a mais de 46.000 espécies, a utilizagdo de PANC’s
permanece de maneira pouco explorada, mesmo com diversos usos documentados em varias
aldeias indigenas e comunidades tradicionais (Santos et al., 2024).

As PANC’s surgem como uma forma alternativa economicamente e nutricionalmente
viavel para a alimentagdo humana. Porém, as cadeias produtivas de algumas plantas se mantém
apenas na comercializacdo in natura ou minimamente processada, ndo abrangendo muitos
locais de venda além da zona de producdo. Junto disso, as PANC’s podem gerar uma maior
renda para os produtores, uma vez que se tornam mais populares através dos estudos
comprovando sua eficacia na promog¢ao de uma dieta mais nutritiva (Santos et al., 2024; Souza
et al., 2023).

Em grande parte das PANC’s, diversas partes podem ser consumidas como forma de
alimento com alto valor nutricional e de baixo custo para os humanos, como as flores, folhas,
caules e até raizes, porém muitas ainda sdo subutilizadas (Soares et al., 2024). Na defini¢cdo de

PANC’s pode-se incluir plantas alimenticias que possuam métodos de processamento
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minimizados, as que ndo possuem valor de mercado ou as que sdo vendidas em pequena escala
(Mendonga et al., 2023).

Como forma de melhorar a utilizagdo dessas plantas na alimentagdo humana, ¢ essencial
a identifica¢do das espécies existentes, junto com estudos para encontrar o melhor potencial
para cultivo a curto, médio e longo prazo, além de propor formas faceis de preparo e com boa
composicao nutricional. Apesar de que, no Brasil, existam politicas ptblicas que auxiliam na
comercializacao dessas PANC’s, a compra de alimentos menos conhecidos € escassa (Ranieri
et al., 2024).

Essa escassez na procura dessas plantas, pode ser referente ao pouco estudo, por conta
do crescimento substancial das monoculturas e produgdes agricolas, onde as espécies que
possuem alto valor comercial sdo as mais procuradas e analisadas (Ferreira et al., 2024). Porém,
no Brasil, algumas pesquisas tém sido realizadas com temas que possuem relacdo ao
desenvolvimento de novos produtos alimenticios com as PANC’s, além da sua composi¢ao
centesimal, seus compostos bioativos e suas propriedades farmacologicas (Souza ef al., 2023).
Comumente, as plantas alimenticias ndo convencionais sdo Otimas fontes de compostos que
possuem caracteristicas anti-inflamatorias e antioxidantes, junto com nutrientes, vitaminas e
alguns minerais (Mendonga et al., 2023). A implementagdo de politicas que atribuam valores
com ligacdo a saude e a sustentabilidade pode aumentar significativamente o consumo € a
producao de PANC’s (Souza et al., 2023).

As PANC’s tradicionalmente tém sido utilizadas como forma de tratamento e prevencao
natural de varias doencas como as neurodegenerativas, disturbios renais, hipertensdo e atuam
como agentes anticancerigenos, por conta da sua composicdo quimica que possui notavel
conteudo de minerais e compostos fenolicos (Ferreira et al., 2024; Torres et al., 2022).

Dentre as diversas fontes de alimentos que existem, as PANC’s ndo necessitam da
aplicacdo de insumos quimicos e nem da criagdo de novas areas de plantio, devido ao fato de
diversas dessas plantas possuirem caracteristicas de resisténcia a ambientes hostis (Fangueiro
et al., 2022).

Diversos agricultores possuem areas que estao repletas de PANC’s, podendo intensificar
a alimentac¢do de qualidade de muitas familias, porém ha o problema da falta de conhecimento
sobre as plantas, ou até a falta de instrugdes de preparo atingindo também a populagdo em geral

(Gomes; Oliveira, 2023).
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3.2.2  Hibiscus sabdariffa L.

A planta Hibiscus sabdariffa, conhecida em diversas regidoes do mundo como Roselle,
e aqui no Brasil como hibisco ou vinagreira, faz parte da familia das Malvaceaes. A origem da
palavra roselle ¢ por conta do nome de uma menina francesa, que era composto por duas
palavras: “rous” e “elle”, significando vermelho e ela, respectivamente, surgindo assim o nome
popular da planta devido a sua cor caracteristica ser vermelha. Por conta disso, o hibisco ¢
amplamente utilizado como corante e ingrediente de diversas bebidas (Salami; Afolayan, 2020)

Considerado uma planta herbacea, o hibisco possui como caracteristica a capacidade de
ser acessivel durante todo o ano, com galhos eretos e ramificados, sendo cultivado em diversas
areas ao redor do mundo. Pode chegar a uma altura entre 1,5 e 2,5 metros, sendo nativa da Asia
e da Africa tropical, tendo a possibilidade de ser encontrada em outras regides tropicais e
subtropicais como a India, Malasia, América Central e Australia (Chatepa et al., 2023; Ahmed
et al., 2023).

As folhas s3o de cor verde escura a vermelha, lisas, tendo de 3 a 5 I6bulos que possuem
tamanho de 8 a 15 cm de comprimento. As flores sao vermelhas a amarelas com um centro
escuro, nascendo solitarias nas axilas das folhas; os célices, que sdo o agrupamento de 5 sépalas,
sdo proeminentes com coloragdo vermelha viva e carnuda (Yasmin et al., 2023).

Os extratos aquosos e/ou alcodlicos dos célices, folhas e flores do hibisco contém
diversos compostos como os acidos fenolicos, vitamina C e flavonoides, com maior
concentragdo sendo das antocianinas que resultam em um produto natural elevado em
capacidade antioxidante, minimizando o estresse oxidativo e possiveis inflamacdes (Chatepa et
al., 2023; Ajiboye et al., 2024).

Em especial os calices de hibisco, que podem ser comercializados secos ou in natura
como demonstrado na Figura 1, sdo amplamente reconhecidos por conta das suas propriedades
quimicas que impactam positivamente na satide do consumidor. Essas propriedades sao devidas
aos compostos antioxidantes que realizam a neutralizacdo de radicais livres presentes nas
células do organismo, evitando possiveis danos oxidativos que podem diminuir a vida util da
célula (Climaco et al., 2023).

Além dessas propriedades, o hibisco mostrou em testes in vitro que possui a capacidade
de ser anti-hipertensivo, auxiliando no controle da pressao arterial mais elevada; também ha
indicios de efeito anticancerigeno, o qual inibe o crescimento de células que podem ser

consideradas cancerigenas. As antocianinas do hibisco podem ser utilizadas para o tratamento
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de febre, figado e leucemia, sendo alguns exemplos de aplicagdes medicinais que foram

investigadas no mundo (Climaco et al., 2023; Rizkiyah et al., 2023; Khan et al., 2022).

As formas mais comuns de preparo para consumo de Hibiscus sabdariffa sao a infusdo,
como a producdo de chds, e a obtencdo de extratos aquosos/alcodlicos para posterior aplicagao
em outros produtos, ou até mesmo a produ¢do de medicamentos. Porém, o efeito toxico possui
dados limitados, sendo necessario realizar uma pesquisa dos efeitos adversos ao adicionar
extratos dessa planta em novos produtos (Mendonga et al., 2023).

Os compostos bioativos que estdo presentes nos calices do hibisco, que apresentam
propriedades que contribuem para a redugao de peso através da inibi¢ao do acimulo de lipideos
e da supressao da adipogénese sdo: as antocianinas (cianidina e delfinidina); acidos organicos
(acido citrico, acido malico e acido hibistico), acidos fendlicos (4cido clorogénico e acido
galico) e flavonoides (miricetina, quercetina e kaempferol) (Dilokthornsakul et al., 2024; Arce-

Reynoso et al., 2023; Navidad-Murrieta et al., 2023).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Sendo compostos por pelo menos um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila, os
compostos fendlicos sdo metabolitos secundéarios das plantas que principalmente sao
sintetizados pela via metabolica dos fenilpropanoides que tém a possibilidade de obter
diferentes propriedades por conta de outros ligantes presentes na estrutura principal (Vinci et

al., 2024; Silva et al., 2024).



14

Por volta de 8.000 polifendis foram identificados e classificados em dois principais
grupos: os flavonoides e os nao flavonoides. Dentre os flavonoides estdo: flavonas, flavondis,
flavononas, isoflavonas e antocianidinas, e dentre os ndo flavonoides tem-se: acidos fenodlicos,
estilbenos, lignanas, como demonstrado na Figura 2 (Vinci et al.,2024; El-Hack et al., 2023).

O papel de defesa e protecdo das plantas contra a radiacdo ultravioleta e danos por
patogenos ¢ desempenhado pelos compostos fenolicos, além de que, nos alimentos, fazem parte
das caracteristicas sensoriais impactando no amargor, sabor, odor, cor e estabilidade a oxidagao
(Vinci et al., 2024).

A melhoria da satde das propriedades bioldgicas dos compostos fenolicos ¢
influenciada pela ingestdo, absor¢do e transporte para os locais-alvo e pelo metabolismo do
organismo. A biodisponibilidade dos compostos estd condicionada a sua bioacessibilidade a
partir da matéria-prima, estabilidade durante a digestdo gastrointestinal, absorcdo e

metabolizacdo antes de atingir os tecidos-alvo (Arce-Reynoso et al., 2023).

Figura 2 - Classifica¢do dos Polifenois

Polifendis
Flavonoides Nao flavonoides
Flavonas Estilbenos
Isoflavonas )
Acidos fendlicos
Antocianidinas
Flavanéis Lignanas

Flavonoides

Fonte: o autor (2026).

A forma mais comum de extracdo desses compostos fenolicos das plantas e seus
derivados consiste nas etapas de maceracdo, percolacao e extragdo por solvente. Porém, esses
métodos possuem limitagdes por conta da instabilidade térmica de algumas biomoléculas e do

longo tempo para a extracao (Sanou ef al., 2023; Wu et al., 2024).
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Contudo, a grande diversidade estrutural dos compostos fenolicos, associada a
variedade de matrizes alimentares e as limitacdes das tecnologias disponiveis, dificulta a
realizagdo de processos de extragdo que sejam simultaneamente eficientes, sustentaveis e
economicamente viaveis. (Wu et al., 2024; Vinci et al., 2024). Diversos parametros como a
composi¢do do produto, flora intestinal e a composi¢do quimica impactam diretamente na
eficiéncia da absor¢do dos polifenois (El-Hack et al., 2023).

Além da degradabilidade térmica, os compostos fendlicos sdo extremamente sensiveis
as condi¢des do ambiente em que estdo, por conta de serem metabolizados rapidamente, como
o pH, a presenca de luz e/ou oxigénio. Devido a isso, estudos minuciosos devem ser realizados
a fim de compreender o comportamento dos compostos fendlicos nos locais onde sao

absorvidos e como foram incorporados em produtos farmacéuticos ou alimentares (Duque-Soto

et al., 2023).

3.3.2 Flavonoides

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas no campo de compostos naturais para a sua
aplicagdo em novos produtos, além do estudo para o aprimoramento do processamento
industrial em larga escala. Os flavonoides, um grupo de compostos polifendlicos, t€m chamado
a atencdo de diversos pesquisadores devido ao fato de estarem amplamente dispersos na
natureza e exibirem uma grande atividade bioldgica, tornando-os relevantes para multiplos
campos cientificos (Liga et al., 2023).

Estando presentes em varias frutas, vegetais, ervas, caules, cereais, flores e sementes,
os flavonoides que sdo um grupo importante de metabodlitos secundarios dos vegetais, sao
utilizados de maneira abrangente na produgao de diversos alimentos, com o intuito de diminuir
o uso de produtos sintéticos e beneficiar a saide humana. Até agora, mais de 10.000 flavonoides
foram isolados e identificados (Sun et al., 2022; Ma et al., 2024; Chen et al., 2023).

Os flavonoides possuem 15 atomos de carbono dispostos em trés anéis (C6-C3-C6)
rotulados como A, B e C, sendo sintetizados por meio da via metabolica dos fenilpropanoides
(Nascimento ef al., 2022; Chen et al., 2023). Além dos vegetais e frutas, que sdo as principais
fontes de flavonoides, algumas pesquisas mostram que microrganismos como fungos e
bactérias podem ser utilizados para a produgdo de flavonoides a partir de biomassa vegetal
(Liga et al., 2023).

Devido as suas propriedades benéficas a satide como a capacidade antioxidante, os

flavonoides estdo sendo utilizados como ingrediente fundamental em medicamentos anti-
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inflamatoérios, antibacterianos e auxiliares na reducdo da pressdo arterial em humanos e estao
desenvolvendo-se como potenciais compostos terapéuticos para essas doencas (Li et al,
2023a). Apesar desses beneficios, eles necessitam ser ingeridos através de alimentos ou
medicamentos, pois nao sao sintetizados de forma direta pelo corpo humano (Nascimento et
al., 2022; Ma et al., 2024). Os flavonoides possuem diversas categorias como chalconas,
flavonas, flavononas, flavanois, flavonodis e antocianinas, sendo as flavonas e flavonois os
grupos mais encontrados entre todas as espécies de plantas (Sun et al., 2022; Ma et al., 2024;
Chen et al., 2023).

Diferentes mecanismos importantes para a preven¢ao de doengas sdo favorecidos pelos
flavonoides, que demonstram beneficiar diversas partes do corpo humano como o musculo
esquelético, figado, pancreas, adipocitos, células de imunidade e células neurais (Li et al,
2023a). Um estudo feito por Madurece et al. (2024) com o extrato rico em flavonoides do calice
de Hibiscus sabdariffa, demonstrou um efeito positivo na agdo anti-hipertensiva, reduzindo

significativamente os parametros de pressao arterial sistolica e diastolica em ratos hipertensos.

3.3.3 Antocianinas

Em uma grande variedade de flores e frutos que possuem coloragao roxo-avermelhada,
sdo encontradas as antocianinas, um subgrupo dos flavonoides, sendo altamente utilizadas
como corantes naturais, capazes de substituir aditivos sintéticos na inddstria. Sdo pigmentos
organicos e soliveis em agua, possuindo grupos hidroxila, carboxila, metoxila e glicosila
ligados a um anel aroméatico, como demonstrado na Figura 3, e o seu consumo apresenta

impacto benéfico na satlde humana (Hoang et al., 2024; Hoang et al., 2023).

Figura 3 - Estruturas das antocianinas mais comuns.
OH

OH OH

OH
Petunidin Malvidin

Fonte: Liga et al., 2023.
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Esse grupo de compostos fendlicos tem-se mostrado como um ingrediente chave nas
industrias, principalmente na de alimentos, cosméticos e farmacéutica, por conta da sua
atividade antioxidante, a qual ¢ responsavel pelas atividades anti-glicémicas e anti-
cancerigenas. Normalmente encontradas nas plantas, como em flores, caules e folhas, as
antocianinas estdo majoritariamente presentes nas camadas celulares internas, como na
epiderme e nas células periféricas do mesoéfilo (Rizkiyah ef al., 2023; Hoang et al., 2024).

Na planta de Hibiscus sabdariffa, especialmente no seu calice, foram encontradas quatro
principais antocianinas: delfinidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-sambubiosideo, cianidina-
3-O-glicosideo e cianidina-3-O-sambubiosideo, sendo estas antocianinas responsaveis pela
coloracdo avermelhada dos calices (Jabeur et al., 2017). No extrato aquoso de hibisco, dentre
as quatro principais, a delfinidina-3-O-sambubiosideo e a cianidina-3-O-sambubiosideo sdo os
compostos mais predominantes (Khan et al., 2022).

As antocianinas possuem a propriedade de alterar reversivelmente sua estrutura através
da diferenca de pH, variando assim a sua cor entre preto, azul, roxo e vermelho. Por conta disso,
sao amplamente utilizadas como corante natural na industria alimenticia e de impressao 3D. A
quantidade de antocianinas presentes no hibisco ¢ semelhante as framboesas € possui maior
concentragdo do que outras plantas comestiveis (Hoang et al., 2023).

Uma das limitagdes da utilizacdo das antocianinas como corante natural em produtos
alimenticios e farmacéuticos ¢ devida a instabilidade, a variagdes drasticas de pH, temperatura,
luz, alguns ions metalicos, enzimas, oxigénio, dcido ascorbico, acucares e outras substincias

que podem danificar a sua estrutura (Nhon ef al., 2022; Bakar et al., 2023).

3.3.4 Atividade Antioxidante

O estresse oxidativo (EO) e o estresse nitrosativo (EN) nas células podem surgir devido
a um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs), um subproduto natural do metabolismo corporal, e os
mecanismos de defesa antioxidantes do corpo. Em condigdes fisioldgicas normais, os
antioxidantes neutralizam os EROs e os ERNs evitando assim o EO e o EN, porém diversos
fatores podem levar a producdo excessiva dessas espécies reativas (ERs) causando danos a
componentes celulares como o DNA, proteinas e lipideos (Oke et al., 2024; Igbal et al., 2024;
Perluigi; Di Domenico; Butterfield, 2023).

Os fatores externos, como a poluicdo do ar, fumaga do tabaco, herbicidas, luz

ultravioleta e radiagcdo ionizante podem levar a um acimulo excessivo de espécies reativas
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(ERs) ou interferirem no sistema de captura de radicais livres, causando uma série de problemas
patologicos no organismo (Yoshikawa; You, 2024; Chen ef al., 2024). Conforme Chen ef al.
(2024), as ERs provocam a oxidacao celular, sobretudo nas camadas lipidicas das membranas.
Adicionalmente, modificam a estrutura de proteinas, enzimas e acidos nucleicos, levando ao
mau funcionamento ou a morte celular. Um exemplo dessas espécies sdo os aldeidos
insaturados e as carbonilas proteicas que levam a oxidagdo, alterando seriamente a estrutura do
DNA (Perluigi; Di Domenico; Butterfield, 2023).

A capacidade antioxidante dos flavonoides varia devido a sua estrutura. fons metalicos
como ferro e cobre podem gerar radicais livres, causando desequilibrios redox e elevando
ERO’s. A ligagdo desses ions por flavonoides, que ¢ influenciada pela quantidade e posi¢do de

grupos hidroxila e carbonila, contribui para suas propriedades antioxidantes (Zhou et al., 2023).

3.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Para a extracdo de compostos bioativos a partir de matéria-prima vegetal, existem
diversos fatores que afetam a sua qualidade e o tempo, com isso, a busca pela otimizagao dos
processos ¢ de grande importancia. A extragdo assistida por ultrassom (EAU) ¢ uma inovacao
tecnologica capaz de aumentar a eficiéncia no isolamento de compostos bioativos de plantas
(Diwathe et al.,, 2024). Com isso, a EAU se torna rapida e confiavel para a extracdo de
metabolitos primarios e secundarios (Sanou et al., 2023).

Tradicionalmente, para a extragdo de compostos bioativos de plantas, sdo utilizados
processos de extragdao térmica como, por exemplo, a extracdo por Soxhlet, a extracao por
destilacdo em agua e a extracdo por destilagdo a vapor. Porém, estes métodos possuem
desvantagens devido a utilizagcdo de altas temperaturas que podem ocasionar a perda de
componentes volateis, em fun¢do da sensibilidade térmica e do alto consumo de energia, além
da necessidade da utilizacdo de grandes quantidades de solventes e de longos tempos de
extracao (Diwathe et al., 2024; Shen et al., 2023).

O ultrassom produzido por ondas sonoras € uma forma de energia vibracional utilizada
como uma tecnologia promissora para eliminar alguns patdgenos, através da ruptura da parede
celular de bactérias e fungos, nos alimentos e como forma de manter os vegetais e frutas frescos
por mais tempo (Tahmasebi et al., 2023). O ultrassom cria diferencas de pressdo gerando
cavitacdo por conta das bolhas que explodem liberando energia (Figura 4). Essas bolhas geram
elevadas forgcas de cisalhamento causando a ruptura celular, melhorando a transferéncia de

massa e aumentando a eficiéncia de extragao (Siddiqui et al., 2023).
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Figura 4 - Mecanismo de ag@o do ultrassom
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Fonte: o autor.

O uso das ondas ultrassonicas reduz significativamente o tempo de extragdo devido a
explosdo das bolhas geradas pela cavitagdo, o que provoca o rompimento das paredes celulares.
Esse fenomeno acelera a difusdo dos componentes presentes no interior da célula, aumentando
a transferéncia de massa e resultando em uma eficiéncia de extragao mais elevada. Dessa forma,
o ultrassom combina simultaneamente o efeito térmico, o efeito mecanico e o efeito de
cavitag¢do, contribuindo para a otimizagdo da extragdo de compostos bioativos de matrizes
vegetais (Nhon et al., 2022; Shen et al., 2023).

Para a extragdo de compostos fendlicos de Hibiscus sabdariffa, a extragdo assistida por
ultrassom destaca-se como um dos métodos mais eficientes e modernos atualmente disponiveis.
Isso se deve principalmente ao seu baixo custo operacional, ao curto tempo de extragdo e ao
reduzido consumo de solventes. Além disso, essa técnica ¢ amplamente reconhecida como uma
alternativa mais ecologica quando comparada aos métodos tradicionais de extragdao (Bakar et
al., 2023; Siddiqui et al., 2023).

A partir de uma pesquisa e analise de dados realizadas em 2026 na base ScienceDirect,
utilizando palavras-chave “ultrasound-assisted extraction bioactive compounds”, foram

obtidos 15.169 resultados, evidenciando o crescente interesse cientifico pelo tema (Figura 5).
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Figura 5 - Artigos publicados sobre extragdo assistida por ultrassom entre 2001 e 2025
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Fonte: o autor.

3.5 APLICACOES DE Hibiscus sabdariffa

O uso de extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa em alimentos esta previsto pela
Instru¢do Normativa n® 159 de 2022 (Brasil, 2022), que estabelece as listas das partes de
espécies vegetais autorizadas para o preparo de chas e para o uso como especiarias. O mesmo
levantamento foi realizado com as palavras-chave “Hibiscus sabdariffa” obtendo 2.600

resultados (Figura 6).

Figura 6 - Numero de artigos publicados sobre Hibiscus sabdariffa entre 2000 e 2025
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O conjunto de estudos apresentados no Quadro 1 permite contextualizar o presente
trabalho em uma perspectiva ampla, abrangendo desde o reconhecimento do potencial
funcional dos calices de Hibiscus sabdariffa como matéria-prima para a industria de alimentos
até estratégias avancadas de otimizagdo da extragcdo de seus compostos bioativos.

Cid-Ortega e Guerrero-Beltran (2015) estabelecem o embasamento conceitual para o
uso dos calices de H. sabdariffa, destacando sua riqueza em antocianinas, polifenois e fibras
com atividades antioxidante e antimicrobiana. Esse perfil fitoquimico justifica o interesse em
otimizar a extracao simultanea de compostos fenoélicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e
antocianinas totais (AT), respostas centrais do presente trabalho.

Mohamed et al. (2024) ampliam essa perspectiva ao demonstrarem que diferentes
tecidos da planta acumulam compostos bioativos relevantes, refor¢ando a importancia de
métodos extrativos eficientes e direcionados a fragdo de interesse. No presente trabalho, os

calices desidratados foram a matriz escolhida por concentrarem as maiores quantidades de

antocianinas e fenolicos da planta.

Quadro 1 — Resumo de algumas aplicagdes de Hibiscus sabdariffa

(continua)
Titulo do Artigo Objetivo Método de Principais observacdes e | Referéncia
Extracao/ Conclusao
Processamento

Hibiscus sabdariffa Avaliar extrato de | Extracao por Filmes com extrato Hernandez
L. Extractas a H. sabdariffa acetona; apresentaram maior -
Natural Additive in como aditivo em incorpora¢do em atividade antioxidante e Hernandez
Food Packaging filmes matriz polimérica antimicrobiana e etal.,
Biodegradable Films | biodegradaveis de propriedades mecanicas 2024.

para embalagens frente ao controle
Seeking Optimal Comparar UAE, UAE, campo elétrico | UAE e PEF superaram a | Kourelatou
Extraction Method campo elétrico pulsado (PEF) e extragdo convencional; etal, 2024
for Augmenting pulsado e agitacdo | agitagdo concentragdo de etanol e
Hibiscus sabdariffa convencional para | convencional tempo foram os fatores
Bioactive extragdo de mais determinantes sobre
Compounds compostos o teor de polifendis e

bioativos de atividade antioxidante

calices de H.

sabdariffa
Research on Otimizar secagem | Extracdo P6 com 100,22 mg/g de Hoang et
optimization of spray | por atomizacdo de | convencional antocianinas e al., 2024
drying conditions of | antocianinas de H. | seguida de secagem | encapsulagdo de 93,87%;
anthocyanins from sabdariffa e avaliar | por atomizagdo com | marshmallows com boa
Hibiscus sabdariffa aplicagdo do po maltodextrina e aceitacdo sensorial e
and application to em marshmallows | goma ardbica capacidade antioxidante
marshmallows satisfatoria
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Quadro 1 — Resumo de algumas aplicagdes de Hibiscus sabdariffa

freeze-dried and

encapsulated by ionic
gelation: an approach
for yogurt application

sabdariffa em
iogurte avaliando
estabilidade e
propriedades
antioxidantes

por gelagdo idnica

antocianinas durante
armazenamento;
iogurtes enriquecidos
apresentaram maior
atividade antioxidante
e coloragdo estavel

(continuagao)
Titulo do Artigo Objetivo Método de Principais Referéncia
Extracao/ observacoes e
Processamento Conclusio

Optimization of Otimizar UAE de UAE com R2 entre 0,97 € 0,98; Ahmed et
ultrasound-assisted calices de H. delineamento Box- | condigdes 6timas: 80 al., 2023.
extraction using RSM | sabdariffa por Behnken ¢ RSM °C, 48 min e razdo
for total anthocyanin delineamento Box- 1:60; UAE superou
content, total phenolic | Behnken variando extracdo Soxhlet para
content and temperatura, tempo todos os atributos
antioxidant activities e razao avaliados
of Roselle (Hibiscus solido:solvente
sabdariffa L.) calyces
Roselle calyces Revisar o uso de Revisdo Contém compostos Cid-Ortega;
(Hibiscus sabdariffa), | calices de H. Bibliografica bioativos que Guerrero-
an alternative to the sabdariffa como melhoram a qualidade | Beltran,
food and beverages ingrediente nutricional e funcional | 2015
industries: a review funcional nas dos alimentos

industrias

alimenticia e de

bebidas
Phytochemical Avaliar a Extragdo Sementes ricas em Mohamed et
screening, assessment | composicdo convencional com flavonoides, taninos ¢ | al., 2024
of biological activity fitoquimica, etanol e metanol proteinas, com alta
and nutritional value atividade bioldgica atividade antioxidante
of Sudanese Hibiscus | e valor nutricional e antimicrobiana,
sabdariffa L. seeds das sementes de H. indicando potencial

sabdariffa para uso em alimentos

funcionais

Hibiscus (Hibiscus Aplicar extratos Liofilizagdo e Encapsulacdo Stella et al.,
sabdariffa L.) extracts | encapsulados de H. | microencapsulagdo | preservou as 2023

Fonte: o autor (2026).

Stella et al. (2023) e Hernandez-Hernandez et al. (2024) evidenciam que a qualidade do

extrato, em termos de teor de antocianinas e de fenodlicos, € determinante para o desempenho

tecnologico em aplicagdes industriais como encapsulagdo em iogurtes € incorporagdo em

embalagens ativas. Isso refor¢a que a otimizacgdo da etapa extrativa, objeto desta dissertacdo, ¢

condi¢do prévia indispensavel para qualquer uso aplicado do extrato de hibisco.
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Kourelatou et al. (2024) confirmam a superioridade da UAE frente a extracdo
convencional e identificam a concentragao de etanol e o tempo como os fatores mais influentes
sobre o teor de polifendis.

Ahmed et al (2023) e Boukerche et al. (2023) aplicaram especificamente o
delineamento Box-Behnken a UAE de calices de H. sabdariffa, obtendo modelos com R? entre
0,97 e 0,98. Ambos os estudos confirmam a robustez do Box-Behnken como ferramenta de
otimizacao para esse sistema.

Por fim, Hoang et al. (2024) demonstram que antocianinas de H. sabdariffa
devidamente processadas mantém estabilidade e aceitacdo suficientes para aplicacdo em
alimentos de consumo direto, possuindo potencial concreto para uso como ingrediente

funcional em produtos alimenticios.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratorios do Centro de Tecnologia Agroalimentar
(CTA), com auxilio do Complexo de Laboratorios Multiusudrios (C-Labmu), da Universidade
Estadual de Ponta Grossa. Os métodos para as analises dos extratos de Hibiscus sabdariffa estao

dispostos em forma de fluxograma na Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma de métodos e analises
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4.1 AMOSTRAS E REAGENTES
As amostras dos calices de Hibiscus sabdariffa previamente desidratados foram
adquiridas em comércio local (Figura 8) (marca Organic Land, Herbs, Spices & Seeds, lote

HFB, safra de julho de 2023, produzida no Egito).

Figura 8 - Célices de Hibiscus sabdariffa desidratados.

Fonte: o autor.

Apbs a aquisi¢do, as amostras prosseguiram para o processo de separacdo manual dos
calices de outras partes da planta. As amostras entdo foram trituradas a partir da utilizagao de
primeiramente um liquidificador para as partes mais grossas, sendo utilizada moagem, com
moinho modelo TecMill-TE-633 (Tecnal) para as partes mais finas.

Peneiras de mesh 40 foram utilizadas de modo a separar fragdes do hibisco, a fim de
facilitar o processo de extragdo. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para a selagem
em embalagem de polietileno a vacuo utilizando embaladora modelo JET 40 (JETVAC), sendo
identificadas com data e nome e ficaram armazenadas em ambiente escuro € em temperatura
ambiente (25 °C) até o momento das analises.

Os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitico. Foram usados os reagentes
Folin-Ciocalteu, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethyl-choromane-2-carboxylic acid), ABTS
(2,2’-azino-bis (3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), DPPH (2,2-

diphenyl-1- picrylhydrazyl). As solugdes aquosas foram preparadas com agua destilada.
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42 COMPOSICAO CENTESIMAL DE Hibiscus Sabdariffa

Para caracterizacdo quimica dos célices de Hibiscus sabdariffa foram realizadas as
analises de umidade, cinzas, proteinas, lipideos, conforme metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (2008), carboidratos e fibra alimentar foram determinados por diferenca. Foi
realizada a andlise de atividade de 4gua no equipamento Aqualab Series 3 TE. As andlises foram

realizadas em triplicata.

4.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS ASSISTIDA POR ULTRASSOM

O processo de extragao assistida por ultrassom dos compostos bioativos foi realizado no
equipamento Vibra-Cell (SONICS), modelo USC 1400. Um grama da amostra foi adicionado
em 30 mL do solvente (etanol:agua, 75:25) e entdo postas no equipamento em frequéncia de 20
kHz e amplitude de 50%. Um estudo preliminar sobre o efeito do ultrassom foi realizado a fim
de compreender melhor o comportamento das antocianinas na extragao hidroalcoodlica assistida
por ultrassom durante diferentes tempos de extracao: 0, 5, 10 e 15 min a 30°C.

Apos a extracdo no ultrassom, os extratos prosseguiram para uma incubadora shaker de
piso (NT 740, NovaTecnica) por 10 minutos, mantendo a sua temperatura de extragdao pré-
definida, garantindo a agitacdo dos calices no extrato. Entdo, os extratos foram centrifugados a
1800 x g em uma centrifuga modelo Celm Combate (TECNAL), por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em papel Whatman n° 4 e entdo foi
armazenado em freezer a - 18 °C (Pinela ef al., 2019).

O sistema de sonda foi utilizado para a extracdo por conta da alta intensidade
ultrassOnica fornecida em uma pequena superficie, amplamente utilizado para a sonificagao de
pequenos volumes de amostra, ao contrario do banho ultrassonico onde essa intensidade ¢
dissipada. A sonda foi imersa diretamente no béquer entrando em contato com o solvente e a
amostra (Pinela et al., 2019).

Devido ao rapido aumento de temperatura do sistema, foi utilizado um banho de gelo

para evitar degradacdo dos compostos bioativos da amostra (Figura 4).

44 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV-FEG)

As estruturas das paredes vegetais do hibisco pré e pos-tratamento com ultrassom foram

analisadas por meio de um microscopio eletronico de emissdao de campo (MEV-FEG) MIRA 3
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(Tescan, Republica Tcheca). As amostras de hibisco foram pulverizadas sobre uma fita de
carbono e metalizadas com ouro e paladio (150 s; 20 mA) a fim de promover uma superficie
condutora de elétrons. No canhdo de emissao de campo foi gerada uma tensao de corrente de

15 kV no feixe de elétrons (Bet et al., 2018).

4.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS OTIMIZADOS

Para a otimizagdao das condi¢des de extragdo assistida por ultrassom dos compostos
bioativos dos calices de Hibiscus sabdariffa, foi utilizado um planejamento fatorial Box-
Behnken (1960), com trés variaveis independentes e trés niveis cada, totalizando 15 ensaios
experimentais, sendo trés repetigdes no ponto central. As varidveis independentes avaliadas
foram a concentracao de etanol (A: 25, 50 e 75%), a temperatura (B: 30, 45 e 60 °C) e o tempo
de ultrassom (C: 5, 10 e 15 min), codificadas nos niveis -1, 0 e +1, conforme apresentado na
Tabela 1. As variaveis dependentes, também denominadas respostas, foram o teor de compostos

fenolicos totais (CFT), o teor de flavonoides totais (FT) e o teor de antocianinas totais (AT).

Tabela 1 — Matriz do Planejamento Fatorial Box-Behnken com os niveis reais e codificados.

Ensaios  Etanol (%) Temperatura (°C) Tempo de Ultrassom (min)

1 25 (-1) 30 (-1) 10 (0)
2 75 (1) 30 (-1) 10 (0)
3 25 (-1) 60 (1) 10 (0)
4 75 (1) 60 (1) 10 (0)
5 25 (-1) 45 (0) 5(-1)
6 75 (1) 45 (0) 5(-1)
7 25 (-1) 45 (0) 15 (1)
8 75 (1) 45 (0) 15 (1)
9 50 (0) 30 (-1) 5(-1)
10 50 (0) 60 (1) 5(-1)
11 50 (0) 30 (-1) 15 (1)
12 50 (0) 60 (1) 15 (1)
13 50 (0) 45 (0) 10 (0)
14 50 (0) 45 (0) 10 (0)
15 50 (0) 45 (0) 10 (0)

Fonte: o autor (2026).

A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada por meio do coeficiente de determinacao
(R?) e do R? ajustado, além da analise de variancia (ANOVA), considerando significativos os
efeitos com p < 0,05. A adequagdo do modelo também foi verificada por meio da andlise da
falta de ajuste (lack of fit), sendo desejavel que esta ndo seja significativa (p > 0,05), indicando

que o modelo ¢ adequado para descrever os dados experimentais.
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A partir dos resultados obtidos pelo planejamento Box-Behnken e pela funcao
desejabilidade, foram determinadas as condi¢gdes Otimas de extracdo para cada resposta,
resultando em quatro extratos otimizados: de Compostos Fenolicos (HCF), de Flavonoides
(HF), de Antocianinas (HA) e a combinagdo das condi¢cdes que melhor representam a
maximizagao de todos os compostos bioativos de interesse em uma tnica condi¢do de extracao
(HG). A atividade antioxidante dos extratos otimizados, foi avaliada pelos métodos DPPH,

ABTS e FRAP.

4.5.1 Determinagdo de Compostos Fenolicos Totais (CFT)

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Swain e Hillis (1959), utilizando o acido gélico como
padrdo de referéncia. Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL dos extratos, 1 mL de etanol
95%, 5 mL de 4dgua destilada e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s a homogeneizagao,
a mistura ficou em repouso por 5 minutos, seguida da adi¢do de 1 mL de carbonato de sddio
5% e nova homogeneizagao.

As solugdes foram incubadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por 1 hora. A
absorbancia foi medida a 725 nm em um espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1240. Uma
amostra em branco foi preparada nas mesmas condigdes, substituindo-se o extrato por etanol.
A curva analitica foi construida no intervalo de concentracdes de 10 a 100 pg/mL de acido
gélico, com os resultados expressos em microgramas de GAE (equivalente ao acido galico) por
mililitro de extrato (ug GAE /mL). Os resultados foram calculados utilizando a equacdo da reta
da curva analitica de acido galico, e a amostra em branco foi utilizada para zerar o

espectrofotometro.

4.5.2 Determinagado de flavonoides totais (FT)

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método espectrofotométrico descrito
por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), utilizando quercetina como padrdo de referéncia.
Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL dos extratos, 1,25 mL de 4gua destilada e 0,075
mL de nitrito de s6dio 50 g/L. Apds homogeneizagdo, a mistura repousou por cinco minutos,
seguida da adig¢do de 0,15 mL de cloreto de aluminio 100 g/L e de um novo repouso por seis

minutos.
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Em seguida, foram adicionados 0,5 mL de NaOH 1 mol/L e mais 0,275 mL de 4gua
destilada. As medidas de absorbancia foram realizadas a 510 nm em um espectrofotometro UV-
VIS Shimadzu 1240. Uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condigdes, sem a
adicao do extrato. Os resultados foram calculados usando a equacao da reta da curva analitica
com intervalo de 50 a 1000 microgramas de quercetina por mL de extrato (ug quercetina/mL).

A amostra em branco foi utilizada para zerar o espectrofotdmetro.
4.5.3 Determinacao de antocianinas totais (AT)

As antocianinas totais foram determinadas pelo método de pH diferencial de acordo
com Tavakolifar ef al. (2016). Resumidamente, o tampao pH = 1 foi preparado usando KCI 0,2
M e acido cloridrico 0,2 N, e o tampao pH = 4,6 foi preparado com acetato de sodio 0,2 M e
acido acético 2,0 M. A cor dos pigmentos das antocianinas mudou com as mudangas de pH. A
absorc¢ao das amostras foi medida por espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu 1240) em pH = 1
e pH = 4,5. A diferenga na absorc¢ao ¢ proporcional ao teor de antocianinas. As antocianinas

totais foram calculadas usando as Equacgdes 1 e 2:

A.PM.FD.30

Teor de Antocianinas (mg/g Cd) = £ L.1000 (D)

A= (A519 nm - A700 nm) pH=1 - (A519 nm - A700 nm) pH=4,5 (2)

Onde:

FD = Fator de dilui¢ao do extrato;

Cd= Cidlice desidratado

L = Comprimento da cubeta (cm);

£ = Coeficiente de absorcdo de Cianidina - 3 - glicosideo (26900 L / mol.cm);
PM = Peso molecular Cianidina - 3 - glicosideo (449,2 g / mol);

A = absorbancia.

4.6 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Avaliagdo da atividade antioxidante pela inibi¢do do radical livre (DPPH)

A capacidade de elimina¢do do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi avaliada

utilizando o método descrito por Brand-Williams et al. (1995), com modifica¢des. Em tubos de
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ensaio, foram adicionados 150 pL de cada extrato otimizado e 2.850 uL da solugdo de DPPH
na concentragdo de 1 mM. As solugdes foram incubadas no escuro e a temperatura ambiente
por 24 horas. A leitura das absorbancias das amostras foi realizada em um espectrofotometro
UV-VIS Shimadzu 1240 a um comprimento de onda de 515 nm, sendo os resultados
comparados com a curva de calibragdo de Trolox (TE) no intervalo de 2,5 a 100 uM e os

resultados foram expressos pela equagdo da reta da curva analitica de Trolox.

4.6.2 Avaliagdo da atividade antioxidante através do método de redugao do ferro (FRAP)

A avaliacdo da atividade antioxidante pela capacidade de reducdo do ferro (FRAP -
Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996), com
algumas modificagdes. Foram preparadas solugoes de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a
0,08 mM em 0,05 mol/L HCI, cloreto férrico (3 mM FeCls em 5 mM CesH:O~), ¢ Trolox a 1
mM. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 uL dos extratos otimizados, 100 pL da solug¢ao
de cloreto férrico 3 mM e 1.800 pL da solugdo de TPTZ 1 mM.

As amostras foram mantidas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e, em seguida,
incubadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por 10 minutos. Uma amostra em branco
foi preparada nas mesmas condigdes de andlise, contendo apenas cloreto férrico 3 mM e a
solugdo de TPTZ. A leitura das absorbancias das amostras foi realizada a 595 nm em um
espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1240. A curva analitica foi construida no intervalo de
concentragdes de 100 a 500 pM de Trolox, e os resultados foram expressos pela equagdo da

reta da curva analitica de Trolox.

4.6.3 Avaliagdo da atividade antioxidante pela inibi¢do do radical livre (ABTS)

A andlise de captura do radical ABTS (2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina acido
sulfonico)) foi realizada conforme o método proposto por Re et al. (1999), com modificacdes.
Primeiramente, foram preparadas solucdes estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potassio
140 mM. A solug¢do do radical ABTS foi obtida pela mistura de 5 mL de ABTS 7 mM com 88
uL de persulfato de potassio 140 mM, incubada no escuro a 25 °C por 16 horas.

Apoés a incubagdo, 1 mL dessa solugdo foi diluido em etanol até alcancar uma
absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm (UV-VIS Shimadzu 1240). Em ambiente escuro, foram
adicionados 30 pL de cada dilui¢do dos extratos otimizados a tubos de ensaio contendo 3,0 mL

da solucao de ABTS, e a mistura foi homogeneizada em um agitador de tubos. A absorbancia
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foi medida a 734 nm, apds 6 minutos de reacdo, usando etanol como branco, e comparada com
a curva de calibragdo de Trolox (TE) de intervalo de 50 a 200 uM. Os resultados foram

expressos pela equacao da reta da curva analitica de Trolox.

4.7 ESTABILIDADE DAS ANTOCIANINAS NO EXTRATO OTIMIZADO

4.7.1 Efeito do pH na Atividade Antioxidante in vitro

O estudo da estabilidade das antocianinas em diferentes pHs foi realizado de acordo
com o método proposto por Pedro, Granato e Rosso (2016) com adaptagdes. O extrato
otimizado HG foi diluido com 4gua deionizada para obtencdo de uma absorbancia proxima a
1.00 (Améx = 525 nm) e acondicionado em uma cuba extratora (25 °C), protegido da luz e sob
constante agitagao.

Aliquotas de NaOH (5 mol/L) foram adicionadas ao HG diluido e o pH monitorado com
pHmetro. Amostras do extrato em diferentes valores de pH foram retiradas para posterior
analise. Apds atingir o pH final (13), a titulacdo reversa foi realizada com aliquotas de acido
cloridrico (HCI 1,0 mol/L) até atingir o pH inicial da solu¢do. A atividade antioxidante foi

avaliada pelo método de captura do radical DPPH nos extratos em diferentes valores de pH.

4.7.2 Efeito da Luz

O efeito da luz na estabilidade das antocianinas presentes no extrato otimizado HG, foi
avaliado de acordo com o método proposto por Escher ef al. (2020). O HG diluido (1:1 v/v) em
solugdo tampao com citrato de sodio e 4cido citrico 0,05 mol/L (pH 3,6) foi distribuido em
tubos de ensaios devidamente lacrados e expostos a luz direta a um conjunto de seis lampadas
fluorescentes brancas (20 W), acondicionados em uma cdmara de madeira fechada com
temperatura interna de 35 + 2 °C. Para controle, tubos com HG foram armazenados sob abrigo
da luz dentro da mesma caixa.

A absorbancia maxima e os perfis espectrais foram obtidos em intervalos de 12 h,
durante 4 dias (96 h). A avaliagcdo da estabilidade foi realizada através da absorbancia obtida
no comprimento de onda maximo, propor¢ao de pigmentos amarelos (PA), vermelhos (PV) e

azuis (PZ), calculados conforme as Equagdes 3, 4 e 5, respectivamente:
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Abs 420nm
Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm

% PA=(

) x 100 3)

Abs 520 nm
Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm

% PV = (

) x 100 (4)

Abs 620 nm
Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm

% PZ = (

) x 100 (5)

A partir das absorbancias obtidas no comprimento de onda, a porcentagem de retencao
de cor (%R), constante de velocidade de degradacdo das antocianinas (k) e tempo de meia-vida

(t1/2) foram calculados com as Equagdes 6, 7 e 8, respectivamente.

%R = = x 100 (6)

At
Infe=—kxt (7)

In2

tip=— (8)

Onde:
A= absorbancia no tempo t;
Ao = absorbancia inicial;

t = tempos determinados (h).
4.7.3 Efeito da Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura (60, 80 e 100 °C) sobre o extrato otimizado HG, o
método proposto por Escher et al. (2020) foi utilizado com pequenas modificagcdes. Para
obtengdo da absorbancia proxima a 1.00 (Amax = 525 nm), o HG foi diluido em solugdo tampao
com citrato de sodio e acido citrico 0,05 mol/L (pH 3,6) e foi distribuido em tubos de ensaio,
lacrados e imersos em banho termostatizado (60 e 80 °C) e banho de glicerina (100 °C),
protegidos da luz.

Os perfis espectrais nas diferentes temperaturas foram registrados em intervalos de 30
min durante um periodo de 8 h. A partir das absorbancias obtidas no comprimento de onda de

525 nm, a porcentagem de reten¢do de cor (%R), constante de velocidade de degradacao das
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antocianinas (k) e tempo de meia-vida (t1/2) foram calculados com as equagdes 6, 7 e 8,

respectivamente.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média = desvio padrao. As diferengas significativas

foram avaliadas ao nivel de 95% de intervalo de confianga por ANOVA, seguido do teste de

diferenca de médias de Fisher LSD (p < 0,05). Foi utilizado o software Statistic 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO DA AMOSTRA

Ao realizar o pré-tratamento das amostras, que consistiu no processo de separagdo dos
calices de hibisco, evidenciou-se uma grande quantidade de corpos estranhos e contaminantes
na amostra (24,8%) que foram separados e retirados manualmente, assim como evidenciado
por Misturini et al. (2020) em outros tipos de chés de plantas, como por exemplo: pedagos de
galhos, fragmentos de pedras e outras partes ndo originarias do hibisco.

A presenca desses materiais ¢ comumente associada a praticas inadequadas de colheita,
processamento, secagem e armazenamento, refletindo falhas no controle de qualidade e na
rastreabilidade das matérias-primas. Durante a colheita e o beneficiamento, a auséncia de etapas
eficientes de selecdo e limpeza favorece a incorporagao e permanéncia de contaminantes fisicos

(Sentiirk ef al., 2025).

5.2 COMPOSICAO CENTESIMAL DE Hibiscus sabdariffa

Apoés a separacdo, trituragdo € o peneiramento, realizou-se a andlise centesimal dos
calices de Hibiscus sabdariffa, conforme apresentado na Tabela 2. O baixo teor de umidade
(12,39 g/ 100g) associado a reduzida atividade de agua (Aw = 0,539 + 0,001) constitui o
principal fator limitante para a proliferacdo de microrganismos, uma vez que valores de Aw
inferiores a 0,60 limitam de forma significativa o desenvolvimento da maioria dos

microrganismos deteriorantes e patogénicos (Prada-Ramirez et al., 2024).

Tabela 2 — Composicao dos célices de Hibiscus sabdariffa

Parametros Teores (g/100g cd)
Umidade 12,39+ 0,11
Cinzas 11,11 £0,11
Proteinas 7,95+0,18
Lipidios 0,87 £0,06
Carboidratos e Fibras Alimentares 80,07
Atividade de dgua 0,539 +£ 0,001 *

Nota: Valores médios seguidos do desvio padrdo; (* adimensional); cd: calice desidratado.
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Considerando que as amostras s3o de origem comercial, tais pardmetros assumem
especial relevancia, uma vez que estdo diretamente relacionados a estabilidade microbioldgica
e a manuten¢do da qualidade do produto durante longos periodos de armazenamento.
Adicionalmente, estudos recentes demonstram que produtos vegetais comercializados, como
chés e infusdes, podem apresentar diferentes niveis de contaminantes provenientes da cadeia
produtiva, reforcando a importancia do controle de qualidade e das condigdes de
armazenamento para garantir a seguranca do produto (Kaczynski et al., 2024).

Valores de aproximadamente 0,87 g/100 g de lipideos em calices de Hibiscus sabdariffa
sdo considerados baixos, porém compativeis com a composi¢ao quimica natural dessa matriz
vegetal. Estudos de composicao centesimal demonstram que os calices de hibisco apresentam
reduzido conteudo lipidico, geralmente inferior a 2%, devido a sua fung¢do fisioldgica ndo
oleaginosa (Balabare, 2021; Salami; Afolayan, 2021; Akther et al., 2023).

Os métodos de secagem normalmente ndo exercem influéncia significativa sobre o teor
total de lipideos dos calices, especialmente porque a quantidade lipidica inicial ja ¢
naturalmente baixa. Em processos convencionais de secagem, os principais compostos afetados
tendem a ser antocianinas, compostos fenolicos e vitamina C, e ndo os lipidios totais (Salami;
Afolayan, 2021; Ahmed et al., 2023; Sanou et al., 2022).

O alto teor de cinzas (11,11 g/100 g) também foi encontrado por Bedi, Bekele e Gule
(2020), que também observaram alto teor de minerais na espécie, devido aos fatores de plantio
e colheita do hibisco. Devido ao seu baixo teor proteico (7,95 g/100 g), Balabare (2021) reforca
que o principal interesse tecnoldgico do calice estd associado aos compostos bioativos,
especialmente as antocianinas.

Os carboidratos e fibras alimentares encontrados (80,07 g/100 g) sdao os maiores
constituintes presentes nos calices desidratados, e assim como Kokare et al. (2025), esses
parametros juntos somam mais de 80% da constituicdo fisico-quimica da planta, englobando
agucares, amido residual e, principalmente, polissacarideos estruturais, como celulose,
hemiceluloses e pectinas. A elevada participacao dessa fracao esta diretamente relacionada a

constitui¢do da parede celular vegetal.

5.3 EFEITO PREVIO DO ULTRASSOM NA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS

Na Tabela 3, observa-se que a aplicacdo de ultrassom influenciou diretamente o
rendimento de extracdo das antocianinas, sendo um dos principais focos de estudo. A amostra

HS00 (sem tratamento ultrassonico) apresentou o menor teor de antocianinas (1,64 = 0,01 mg/g
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cd), enquanto o tratamento com 10 minutos de ultrassom (HS10) apresentou o maior valor (2,52
+ 0,08 mg/g cd), semelhante ao Ensaio 12 do planejamento experimental. Tal valor representa
um incremento de aproximadamente 50% em relacdo ao controle (sem tratamento ultrassonico);
0 aumento esta associado ao efeito cavitacional do ultrassom, que promove a ruptura da parede

celular e a maior liberagdo dos pigmentos para o meio extrator (Chemat et al., 2011).

Tabela 3 — Total de antocianinas nos calices de Hibiscus sabdariffa pds-extragao.

Amostra Antocianinas Totais (mg ECG/g cd)

HS00 1,64 0,01 °
HSO05 2,22+024%
HS10 2,52 +0,082
HS15 1,89 + 0,02 b*

Nota: cd: célice desidratado; ECG: Equivalente Cianidina-3-Glicosideo. HS00: 0 minutos de ultrassom; HS05: 5
min de ultrassom; HS10: 10 min de ultrassom; HS15: 15 min de ultrassom; valores médios seguidos do desvio
padrao. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa. (Fischer LSD p < 0,05).

Por outro lado, a redugdo observada em 15 minutos de extracdo com ultrassom (HS15)
(1,89+0,02 mg/g cd) pode ser atribuida a degradacdo fisica das antocianinas, devido a
exposicao excessiva ao tratamento com ultrassom, efeito também relatado por Sun et al. (2017).
Pinela er al. (2019) destacam que tempos prolongados ou poténcias elevadas aumentam a
temperatura local, destacam que tempos prolongados ou poténcias elevadas aumentam a
temperatura local, o que pode degradar compostos sensiveis reduzindo o seu teor.

Os tempos de sonicagdo avaliados (0, 5, 10 e 15 minutos) foram selecionados com base
no comportamento cinético caracteristico da extra¢do assistida por ultrassom, no qual o
rendimento de compostos bioativos tende a aumentar progressivamente até atingir um ponto
maximo, declinando a partir de entdo em fun¢do da cavitagdo provocada. A inclusdo do
tratamento de 15 minutos no delineamento, portanto, foi utilizada para mapear a faixade 5a 15
minutos como intervalo do planejamento Box-Behnken e garantiu a demonstra¢dao da queda
p6s-maximo, confirmando que o tempo 6timo de extracdo foi efetivamente alcangado e nao

subestimado (Devi; Das; Badwaik, 2024; Khan et al., 2024; Linares; Rojas, 2022).

5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV-FEG)

As micrografias dos célices de hibisco, da amostra nativa de Hibiscus sabdariffa (NHS)

antes das extragdes e da drusa de oxalato de célcio, proveniente do metabolismo da planta, estdo
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ilustradas nas Figuras 9a e 9b, respectivamente. Uma micrografia similar ao calice sem extragao
(NHS) foi encontrada por Juhari, Martens e Petersen (2021), evidenciando que o tipo de
secagem pode afetar a estrutura da planta, podendo facilitar a extracdo de compostos.

As drusas sdo compostas por oxalato de calcio (CaOx), formadas a partir de multiplos
cristais que se espalham a partir de um nucleo central. Do ponto de vista funcional, pesquisas
recentes elucidaram o papel fisiologico diversificado das drusas, destacando sua fun¢do na
regulacdo do célcio tecidual, na defesa contra herbivoria e nas potenciais contribui¢des para o
sequestro de carbono e a ciclagem de nutrientes dos vegetais (Ensikat ef al., 2025; He ef al.,
2024).

Figura 9 — Calices nativos de Hibiscus sabdariffa (NHS) (a) e Drusa de oxalato de calcio (b)

Nota: a: Amplia¢do de 450x; b: Ampliacdo de 8150x
Fonte: o autor (2026).

A presenca de drusas nos tecidos vegetais pode exercer influéncia sobre os rendimentos
obtidos, sobretudo em processos assistidos por ultrassom. Os cristais de oxalato de calcio, ao
serem fragmentados pela cavitagdo acustica, liberam ions Ca?>" no meio extrativo, o que pode
promover a quelagdo ou coprecipitagdo de compostos fenolicos e flavonoides, reduzindo
parcialmente sua disponibilidade na fase liquida (Nazir et al., 2025; Volk et al., 2002).

As micrografias pds-tratamentos (HS00; HS05; HS10 e HS15) ilustradas na Figura 10,
10a, 10b, 10c e 10d, respectivamente, evidenciam efeito de cavitacao nas paredes celulares do
vegetal, o que acabou ocasionando uma deterioracdo que se acentuou conforme o tempo de

tratamento aumentava.
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Figura 10 - Calices de hibisco extragcdo pos-extracdo assistida por ultrassom em diferentes

tempos

% = 100 uym
Nota: Ampliagdo de 500x. Figuras 10a: HS00: 0 minutos de ultrassom; 10b: HS05: 5 minutos de ultrassom; 10c:

HS10: 10 minutos de ultrassom; 10d: HS15: 15 minutos de ultrassom.
Fonte: o autor (2026).

Observou-se no calice in natura (Figura 9a) e nos tempos iniciais de extracao (Figura
10a e 10b) a presenga de particulas arredondadas, de superficie lisa e sem aspecto celular,
diferentes da drusa de oxalato de célcio. Tais particulas apresentam morfologia tipica de
material amorfo organico, sendo compativeis com aglomerados de substancias extraidas juntas
do célice, possivelmente associados a ceras e lipideos (Victorio ef al., 2025).

A falta dessas particulas em tempos mais longos de extracdo pode ser devida a sua

dispersao e/ou solubilizag¢do no extrato ao longo do processo. Na Figura 10b, € possivel verificar
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o inicio do desaparecimento desses compostos, pois a sua superficie comeca a apresentar sinais
de deterioracdo (Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 2011).

As micrografias confirmam os achados para os resultados dos teores de antocianinas
durante diferentes tempos de ultrassom. A amostra HS00 apresenta particulas com superficies
integras, enquanto HS05 e HS10 mostram fragmentacdo acentuada e maior porosidade,
caracteristicas que favorecem a extragdo de compostos bioativos (Chemat; Zill-e-Huma; Khan,
2011; Martinez-Zamora et al., 2024).

Na Figura 10d, observam-se colapso estrutural e aglomeragdo de particulas,
possivelmente aprisionando parte das antocianinas ou degradando as suas estruturas, o que
explica o menor rendimento final. Resultados semelhantes foram observados por Sanou
etal. (2023) ao aplicar ultrassom em hibisco, ¢ por Pinela efal (2019) na otimizagdo da
extracdo de antocianinas por metodologia de superficie de resposta.

Nas Figuras 10a e 10c, observam-se cavidades alongadas correspondentes aos limens
celulares, ou seja, vestigios de células vegetais resultantes do extravasamento do conteudo
celular e da preservagdao predominante das paredes celulares apds a extracdo dos compostos
bioativos ¢ do preparo da amostra para microscopia eletronica de varredura. Esses lumens
evidenciam o efeito do ultrassom sobre a matriz vegetal, indicando que houve uma maior

exposicao do conteudo intracelular (Kumar, Srivastav e Sharanagat, 2021; Xue e Li, 2023).

5.5 DETERMINACAO DOS EXTRATOS OTIMIZADOS DE HIBISCO OTIMIZACAO
DA EXTRACAO HIDROALCOOLICA DE HIBISCO

Ap0s o planejamento experimental e a extragdo assistida por ultrassom em cada um dos
fatores independentes, foram realizadas as andlises para cada uma das classes de compostos
bioativos, obtendo-se os resultados demonstrados na Tabela 4.

A partir dos resultados obtidos, nota-se que os teores de compostos fenolicos tiveram
uma ampla faixa de variagao (14,785 a 21,000 mg EAG/g cd), sendo o maior teor observado
no ensaio 12 (21,000 mg EAG/g cd), sugerindo uma condi¢do proxima do 6timo experimental.
O parametro de tempo de ultrassom diretamente a solubilizacdo e a difusdo dos compostos no
meio, devido a intensificacdo do efeito de cavitagdo gerado, promovendo a ruptura celular e
consequente aumento da liberagdo de metabolitos secundarios (Mushtaq et al., 2025; Kumar et

al., 2020).
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Tabela 4 — Quantificagdo de Compostos Fenolicos, Flavonoides e Antocianinas de extratos de
calices de Hibiscus sabdariffa de acordo com o planejamento experimental Box Behnken.

Ensaios Variaveis = Compostos Fendlicos Flavonoides Antocianinas

X1:X2:X3) (mg EAG/g cd) (mg EAG/g cd) (mg ECG/g cd)
1 25:30: 10 16,174 + 0,401 °f¢ 2,969 £ 0,049 & 4236+0,107
2 75:30: 10 14,785+ 0,191 2,900 £0.251 8" 2,689 +0,152¢
3 25: 60: 10 17,463 + 0,201 ¢ 3,150 £ 0,347 ¢t 4,153 +£0,201 ®
4 75: 60: 10 15,568 £ 0,201 " 3,042+ 0,034 °E" 2,809 + 0,088 ¢
5 25:45: 05 16,578 + 0,088 %f 2,932+£0,110 8" 4232+0,184 %
6 75: 45: 05 14,936 + 0,444 M 2,740 £ 0,078 " 2,641 + 0,028 ¢
7 25:45:15 15,997 + 1,035 efeh 3,229 +£0,109 % 4,067+0,192°
8 75:45: 15 15,062 + 0,463 &"i 2,838 £0,121 & 2,682 + 0,046 ¢
9 50: 30: 05 16,856 + 0,422 % 3,346 + 0,074 % 3,692 + 0,020 ©
10 50: 60: 05 19,509 + 0,152 ® 3,822 + 0,065 2 3,744 + 0,078 ©
11 50: 30: 15 19,206 + 0,152°¢ 3,484 + 0,028 3,536+ 0,032 ©
12 50: 60: 15 21,000 +2,125® 4,133+0,232° 4,341 +0,178
13 50:45: 10 18,650 + 0,232°¢ 4,046 + 0,098 3,839 0,092 °
14 50:45: 10 18,827 + 0,497 3,436 + 0,142 4,197 0,092 °
15 50: 45: 10 18,145+ 0,461° 3,713 + 0,191 b 4,137 + 0,054 °

Nota: EAG: Equivalente Acido Gélico; ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosideo; cd: calice desidratado; X;:

X5: Temperatura (°C); X3: Tempo de ultrassom (min); Valores médios seguidos do desvio padréo. Letras
minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa. (Fischer LSD p <0,5).

Fonte: o autor (2026).

o/ .
A)a

Os maiores valores observados para flavonoides (4,133 mg EAG/g cd, ensaio 12) e
antocianinas (4,341 mg ECG/g cd, ensaio 12) sugerem uma condi¢do proxima do 6timo
experimental, o que € consistente com a literatura, onde extracdes assistidas por ultrassom
frequentemente resultam em maiores rendimentos quando comparadas a métodos
convencionais, devido ao aumento da area de contato sélido-liquido e a reducao da resisténcia
a transferéncia de massa (Pinela et al., 2019).

Paraiso et al. (2019), que utilizaram o mesmo planejamento experimental com variaveis
de tempo de sonificagdo, concentracao de solvente e temperatura, reforcam que a concentragao
do solvente exerce papel central na eficiéncia de extragdo dos compostos bioativos. Algo que
corrobora os dados encontrados demonstrados na Tabela 5. Nela pode-se notar que a

composicao do solvente (varidvel X) foi significativa para todas as respostas, demonstrando
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que a composi¢cdo do solvente ¢ um dos principais fatores para a extra¢do ultrassonica

(Villalobos-Vega et al., 2023).

Tabela 5 - Coeficientes de regressao significativos dos modelos ajustados para as variaveis

dependentes.
Variavel Coef.de Erro p- —95% de  +95% de
Fatores ~ - t-valor
dependente regressao padrao valor confianca confianca

Constante 16,928 0,113 149,371 <0,001 16,697 17,159

Xi (L) -0,733 0,139 —5,279 <0,001 —1,015 —0,450
X1 (Q) 1,511 0,102 14,788 <0,001 1,303 1,719
CFT (g X, (L) 0,815 0,139 5870 <0,001 0,532 1,098
EAG/g cd) X2 (Q) -0,239 0,102 —2,339 0,026 —0,447 -0,031
Xs (L) 0,423 0,139 3,049 0,005 0,141 0,706

R? ajustado  0,8247
p lack-of-fit  0,0063

Constante 3,215 0,035 92,859 <0,001 3,145 3,285
X (L)  —0,095 0042 -2241 0,031 —0,181 ~0,009
X1 (Q) 0,369 0,031 11,838 <0,001 0,306 0,433
EiTG(/ﬁfi) Xz (L) 0,181 0,042 4270 <0,001 0,095 0,267
X3 (L) 0,105 0,042 2,48 0,017 0,020 0,191
R? ajustado  0,7897
p lack-of-fit  0,2150
Constante 3,568 0,024 150,148 <0,001 3,520 3,617
X (L)  -0,733 0,029 -25,195 <0,001 —0,793 ~0,674
X1 (Q) 0,252 0,021 11,769 <0,001 0,208 0,296
AT Xs (L) 0,112 0,029 3,834 <0,001 0,052 0,171
EC%I;EIL) X3 (Q) 0,074 0,021 3,451 0,002 0,030 0,118
Xox X3 0,188 0,041 4,574 <0,001 0,104 0,272

R? ajustado 0,927
p lack-of-fit  0,0203

Nota: CFT: compostos fenolicos totais; FT: flavonoides totais; AT: antocianinas totais; X;: solvente (%v/v); Xa:
temperatura (°C); Xs: tempo de ultrassom (min); L = efeito linear; Q = efeito quadratico; EAG: Equivalente
acido galico; ECG: Equivalente Cianidina-3-Glicosideo; cd: célice desidratado. Apenas os coeficientes com p <
0,05 foram incluidos.

Os modelos ajustados para as trés respostas avaliadas, CFT, FT e AT, apresentaram

coeficientes de determinacdo satisfatorios, com R? ajustado de 0,8247, 0,7897 e 0,9270,
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respectivamente, indicando que os modelos foram capazes de explicar de forma adequada a
variagdo dos dados experimentais dentro da faixa estudada. O modelo ajustado para os
flavonoides totais nao apresentou falta de ajuste significativa (p = 0,2150), confirmando que o
modelo polinomial de segunda ordem foi adequado para descrever o comportamento dessa
resposta (Elgudayem et al., 2023; Bezerra et al., 2008)

Para os compostos fenodlicos totais e as antocianinas totais, os modelos apresentaram
falta de ajuste significativa (p <0,05), o que indica que podem existir componentes da variagao
nao totalmente encontrados pelo modelo utilizado. Contudo, considerando que os coeficientes
de determinagdo ajustados foram satisfatdrios e que os modelos apresentaram efeitos altamente
significativos e coerentes, eles foram mantidos para fins de otimizagdo das condigdes de
extracdo, conforme adotado em estudos similares que utilizaram o mesmo planejamento
(Paraiso et al., 2019; Kourelatou et al., 2024).

Para os compostos fendlicos totais, a varidvel de maior impacto sobre a resposta foi a
concentragdo de etanol (Xu), cujo efeito quadratico apresentou o maior t-valor entre todos os
termos do modelo (t = 14,788; p < 0,001), indicando que essa variavel foi determinante para o
teor de CFT extraido. O efeito quadratico positivo de Xi (coef. = 1,511) evidencia uma
curvatura acentuada na superficie de resposta, existindo um ponto de maximo em concentragdes
intermediarias de etanol, conforme visualizado na Figura 11. O efeito linear de Xi foi negativo
(coef. =—0,733), indicando que concentracdes alcoolicas acima do ponto 6timo reduzem o teor
de CFT, o que pode ser atribuido & diminui¢ao da polaridade do solvente em altas concentragdes
de etanol, prejudicando a solubilizagdo dos compostos fenolicos de carater mais polar (Cheaib
et al., 2018; Xiang et al., 2024).

Resultado semelhante foi observado por Paraiso ef al. (2019), que ao otimizar a extragao
assistida por ultrassom de Hibiscus sabdariffa utilizando o planejamento Box-Behnken,
verificaram que concentragdes intermediarias de etanol resultaram nos maiores teores de
compostos fendlicos totais. Adicionalmente, Inthachat et al. (2023) reportaram comportamento
parecido ao otimizar a extracdo de compostos fenolicos de Citrus maxima, identificando 50%
de etanol como concentracdo 6tima para a maximizagao do teor de compostos fenolicos totais,
confirmando a existéncia de um ponto de maximo em concentragdes intermediarias de solvente

alcodlico.
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Figura 11 - Superficie de resposta e grafico de contorno para o efeito da proporcao etanol:dgua
e da temperatura sobre o teor de CFT.

1

I > 20
I <19
<17
B <15
I <13

Fonte: o autor (2026).

O efeito linear de X- (temperatura) foi positivo e significativo (coef. =0,815; p <0,001),
demonstrando que temperaturas mais elevadas favorecem a extracdo de CFT, possivelmente
pela maior solubilidade dos compostos e pela maior eficiéncia de transferéncia de massa
proporcionada pelo ultrassom (Shen et al., 2023; Cheaib et al., 2018). O efeito quadratico de
X foi negativo e significativo (coef. = —0,239; p = 0,026), indicando que temperaturas muito
altas podem levar a degradagdo térmica de alguns compostos fenolicos, confirmando a
existéncia de um ponto 6timo de temperatura dentro da faixa estudada. O efeito linear do tempo
de ultrassom (Xs) também foi positivo e significativo (coef. = 0,423; p = 0,005), colaborando
com o fato de que tempos mais prolongados de sonificagdo favorecem a ruptura celular e a
liberacdo dos compostos presentes na matriz vegetal dos calices de Hibiscus sabdariffa
(Siddiqui et al., 2023; Elgudayem et al., 2023).

Para os flavonoides totais, a concentracao de etanol (X:) também foi a variavel de maior
impacto, com o efeito quadratico apresentando o maior t-valor do modelo (t = 11,838; p <
0,001), evidenciando novamente uma curvatura acentuada na resposta com um ponto de

maximo em concentracdes intermedidrias de etanol, conforme demonstrado na Figura 12. O
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efeito linear de X: foi negativo (coef. = —0,095), indicando que concentragdes elevadas de
etanol tendem a reduzir o teor de flavonoides extraidos, ainda que de forma menos expressiva
do que observado para o CFT. Esse comportamento estd de acordo com o reportado por
Inthachat et al. (2023) e Cheaib et al. (2018), que verificaram que concentragdes alcoolicas
acima do ponto 6timo diminuem a extracao de flavonoides por reduzir a polaridade do solvente,

diminuindo a solubilidade de compostos polares.

Figura 12 - Superficie de resposta e grafico de contorno para o efeito da concentracao de etanol
(X1) e da temperatura (X2) sobre FT

S_- -

Il >33
Il <38
I <3,6
[ <34
[1<32
<3
B <2,8
N <26
<24

Fonte: o autor (2026).

O efeito linear de X- foi positivo e significativo (coef. = 0,181; p <0,001), confirmando
que temperaturas mais elevadas favorecem a extracdo de flavonoides dos calices de hibisco,
possivelmente pela maior mobilidade molecular e maior eficiéncia de transferéncia de massa
em temperaturas proximas a 60 °C (Shen et al., 2023; Siddiqui et al., 2023). O efeito linear de
Xs foi positivo e significativo (coef. = 0,105; p =0,017), indicando que o aumento do tempo de
sonificacdo contribui positivamente para o teor de FT, diretamente ligado com o

comportamento observado para o CFT e com os resultados reportados por Nhon et al. (2022) e
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Elgudayem et al. (2023), que verificaram que o tempo de sonifica¢do exerce influéncia positiva
sobre a extragdo de compostos fendlicos e flavonoides em diferentes matrizes vegetais.

O modelo ajustado para as AT apresentou o melhor ajuste entre as trés respostas, com
R? ajustado de 0,9270, e a concentracdo de etanol (Xi) foi novamente a varidvel de maior
impacto, com o efeito linear apresentando o maior t-valor absoluto de todo o estudo (t =
—25,195; p < 0,001). O coeficiente linear de Xi foi fortemente negativo (coef. = —0,733),
indicando que o aumento da concentragdo de etanol exerce um efeito negativo pronunciado
sobre o teor de AT, conforme visualizado na Figura 13.

Esse comportamento esta diretamente relacionado a natureza polar das antocianinas,
que possuem maior afinidade por solventes aquosos ou com baixa concentracdo alcoodlica,

sendo a presenca de 4gua no sistema essencial para potencializar a sua extra¢do (Nhon ef al.,

2022; Bakar et al., 2023).

Figura 13 — Superficie de resposta e grafico de contorno para o efeito da concentragdo de
etanol (Xi1) e da temperatura (Xz2) sobre AT.
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Fonte: o autor (2026).

Resultado semelhante foi reportado por Paraiso et al. (2019), que ao otimizar a EAU de
Hibiscus sabdariffa verificaram que a condi¢cdo de 25% de etanol resultou nos maiores teores

de antocianinas, confirmando que concentragdes alcodlicas mais baixas favorecem a extragao
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desse grupo de compostos. Ainda, Xiang et al. (2024) verificaram que o teor de antocianinas
totais atingiu seu valor maximo em baixas concentragdes de etanol, de acordo com o efeito
negativo observado para a varidvel Xi no presente estudo.

O efeito quadratico de X foi positivo (coef. = 0,252; p < 0,001), indicando a presenga
de curvatura na resposta, com a existéncia de um ponto de minimo em concentragdes
intermedidrias de etanol. O efeito linear de X foi positivo e significativo (coef. = 0,112; p <
0,001), confirmando que temperaturas mais elevadas favorecem a extracdo de antocianinas dos
calices de Hibiscus sabdariffa (Siddiqui et al., 2023; Shen et al., 2023).

O efeito quadratico de Xs foi positivo e significativo (coef. = 0,074; p = 0,002),
indicando que tempos de sonificagdo mais prolongados, dentro da faixa estudada, contribuem
positivamente para a extra¢ao de antocianinas. A interagdo entre X- ¢ Xs foi positiva e altamente
significativa (coef. = 0,188; p < 0,001), indicando que o efeito do tempo de ultrassom sobre a
extragdo de antocianinas ¢ potencializado em temperaturas mais elevadas, atuando de forma
sinérgica na maximizacao da quantidade extraida, conforme demonstrado na Figura 14.

Esse comportamento sinérgico entre temperatura e tempo de sonificacio foi igualmente
reportado por Shen ef al. (2023) e Nhon et al. (2022), que relataram que o ultrassom combina
simultancamente o efeito térmico, mecanico e de cavitagdo, sendo a sua eficiéncia
potencializada pela combinagdo de temperatura e tempo adequados.

De forma geral, a concentracao de etanol (Xi) foi a variavel independente de maior
impacto sobre as trés respostas avaliadas, em concordancia com o reportado por Cheaib ef al.
(2018), Paraiso et al. (2019) e Villalobos-Vega et al. (2023), que identificaram a concentragdo
do solvente como o fator determinante para a extragdo de compostos bioativos em diferentes
matrizes vegetais. Esses resultados reforcam a importancia da escolha adequada da
concentracdo de solvente na extracdo assistida por ultrassom de compostos bioativos de

matrizes vegetais (Elgudayem et al., 2023; Inthachat et al., 2023).
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Figura 14 — Superficie de resposta e grafico de contorno para o efeito da temperatura (Xz) e
do tempo de ultrassom (Xs) sobre AT
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Fonte: o autor (2026).

Os valores preditos, experimentais e os intervalos de confianga obtidos para cada
resposta, bem como para a desejabilidade global (CFT, FT e AT simultaneamente), sdo
apresentados nas Tabelas 6 e 7, permitindo avaliar a precisdo do modelo e a eficiéncia das

condig¢des otimizadas.

Tabela 6 - Comparacdo entre valores preditos e experimentais nos extratos otimizados de
compostos fendlicos (HCF), flavonoides (HF) e antocianinas (HA) de Hibiscus sabdariffa
considerando as respostas individuais

Variavel Valores Valores Erro Relativo
IC -95% IC + 95%
dependente preditos experimentais (%)
CFT (mg EAG/g cd) 20,42 19,86 20,99 19,98 +£ 0,26 2,20
FT (mg EAG/mL) 3,99 3,83 4,14 3,83+0,13 4,18
AT (mg ECG/mL) 438 425 4,51 446+0,14 1,79

Nota: Resultados experimentais individuais expressos em média + desvio padrao; FT: flavonoides totais; CFT:
compostos fendlicos totais; AT: antocianinas totais; cd: calice desidratado; EAG: Equivalente Acido Galico;
ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosideo; IC: intervalo de confianca.

Fonte: o autor (2026).
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Tabela 7 - Comparagdo entre valores preditos e experimentais no extrato otimizado
combinado (HG) de Hibiscus sabdariffa considerando as respostas globais

Valores Valores Erro Relativo
Variavel dependente IC -95% IC +95%
preditos experimentais (%)
CFT (mg EAG/g cd) 20,07 19,48 20,67 19,74 £ 0,22 1,67
FT (mg EAG/mL) 3,96 3,53 4,39 3,62+0,10 9,39
AT (mg ECG/mL) 4,30 4,17 4,42 4,39+ 0,16 2,05

Nota: Resultados experimentais individuais expressos em média + desvio padrdo. FT: flavonoides totais; CFT:
compostos fenolicos totais; AT: antocianinas totais; cd: calice desidratado; EAG: Equivalente Acido Galico;
ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosideo; IC: intervalo de confianga.

Fonte: o autor (2026).

A otimizagdo das condigdes de extragao foi realizada por meio da funcdo de
desejabilidade, mostrando a distribui¢do dos principais grupos de compostos bioativos em
extratos de Hibiscus sabdariffa obtidos por diferentes condi¢des otimizadas de extracdo

assistida por ultrassom. As condi¢des 6timas sdo mostradas na Tabela 8.

Tabela 8 — Condigdes otimas para extragdo de cada um dos extratos otimizados de

Hibiscus sabdariffa
Amostra % Etanol Temperatura (°C) Tempo de Ultrassom (min)
HCF 46,67 60 15
HF 48,33 60 14,5
HA 34,17 60 13,3
HG 44,17 60 13,83

Nota: HCF: extrato otimizado de compostos fenolicos; HF: extrato otimizado de flavonoides; HA:
extrato otimizado de antocianinas; HG: extrato otimizado global combinado.
Fonte: o autor (2026).

Para CFT, a desejabilidade individual foi de 0,6645, com valor predito de 20,42 mg
EAG/g cd, nas condi¢des de 46,67% de etanol, 60 °C e 15 minutos de ultrassom. Para os FT, a
desejabilidade individual foi de 0,7870, com valor predito de 3,99 mg EAG/mL, nas condigdes
de 48,33% de etanol, 60 °C e 14,5 minutos de ultrassom. Para as AT, a maior desejabilidade
individual foi obtida (0,9383), com valor predito de 4,38 mg ECG/mL, nas condi¢des de
34,17% de etanol, 60 °C e 13,3 minutos de ultrassom. A temperatura de 60 °C foi a condi¢ao
Otima para as trés respostas individuais, corroborando os efeitos positivos da temperatura sobre
a extragao de compostos bioativos por ultrassom observados nos coeficientes de regressao dos
modelos (Shen et al., 2023; Siddiqui et al., 2023).

Considerando as trés respostas simultaneamente, a fun¢do de desejabilidade global

resultou em 0,7455, com condicdes 6timas de extracdo de 44,17% de etanol, 60 °C e 13,83
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minutos de ultrassom e valores preditos de 20,07 mg EAG/g cd para CFT, 3,96 mg EAG/mL
para FT e 4,30 mg ECG/mL para AT. Esses valores preditos foram ligeiramente inferiores aos
obtidos pelas desejabilidades individuais, o que ¢ esperado, uma vez que a fungdo
desejabilidade global busca um equilibrio entre todas as respostas, ndo priorizando nenhuma
delas de forma isolada (Kourelatou et al., 2024; Paraiso et al., 2019; Villalobos-Vega et al.,
2023).

O extrato HCF apresentou teor de compostos fendlicos totais de 19,979 + 0,263 mg
EAG/g cd, valor semelhante ao obtido para a amostra HG. Embora esses valores indiquem uma
quantidade relevante de compostos fenodlicos, eles podem ser inferiores aos reportados em
alguns estudos. Uma faixa de 24,32 a 28,40 (mg EAG/g cd) de CFT foi observada em extratos
de calices de hibisco obtidos por diferentes métodos de extragao, comprovando que variagdes
metodoldgicas podem influenciar significativamente a quantificacdo desses compostos (Cira-
Chavez et al., 2025; Yagi et al., 2023).

Além disso, a literatura demonstra que parametros de extracao exercem forte influéncia
sobre o rendimento de compostos fendlicos. Em estudos que realizaram otimizagao de extragao,
os valores de fenolicos totais podem variar amplamente, evidenciando que condigdes
experimentais mais intensas ou solventes de maior polaridade podem aumentar a recuperagao
desses compostos (Sanou ef al., 2023; Villalobos-Vega et al., 2023).

Esse comportamento indica que a condi¢do combinada de extra¢do (HG) foi capaz de
manter a eficiéncia de recuperacdo dos fendlicos totais, mesmo quando o processo nao foi
direcionado exclusivamente para essa classe de compostos. Esse resultado ¢ tecnicamente
relevante, pois demonstra a possibilidade de obtengdo de um extrato mais amplo, com elevado
conteudo fendlico, sem perdas significativas em relagdo a condicao especifica de maximizagao
(HCF) (Sanou et al., 2023; Larasati ef al., 2023).

Essa observacdo estd de acordo com estudos que enfatizam que técnicas otimizadas,
como extragao assistida por energia (ultrassom e micro-ondas) ou métodos verdes (enziméaticos
ou por solventes eutéticos profundos), podem maximizar a recuperacdo de fenolicos totais em
diversas matrizes vegetais, incluindo calices de hibisco, com obtencdo de perfis ricos em
moléculas bioativas quando as varidveis de processo sdo cuidadosamente ajustadas (Cira-
chavez et al., 2025).

Para os flavonoides, o maior teor foi observado no extrato HF (3,834 + 0,132 mg EAG/g
cd), enquanto a amostra HG apresentou valor ligeiramente inferior (3,621 + 0,097 mg EAG/g

cd). Esse resultado indica que, embora a condi¢do HF seja mais especifica para a extra¢do de
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flavonoides, a condi¢do combinada também se mostra eficiente, mantendo rendimento
equivalente dentro do nivel de significancia adotado (Hao et al., 2023; Teixeira et al., 2024).

Comportamento semelhante foi observado para as antocianinas. O extrato HA
apresentou teor de 4,459 + 0,142 mg ECG/g cd, enquanto o extrato HG apresentou 4,388 +
0,159 mg ECG/g cd, igualmente sem diferenca estatistica significativa (p>0,05). Esse resultado
evidencia que a estratégia de extracdo simultdnea ndo compromete a recuperagdo das
antocianinas, compostos reconhecidamente sensiveis as condigdes de processo, como
temperatura, tempo e intensidade de ultrassom (Kaufmann ez al., 2025).

De modo geral, os resultados demonstram que a condi¢cdo HG possibilita a obtencao de
um extrato com elevado conteido de fenolicos totais, flavonoides e antocianinas, com
rendimentos equivalentes aqueles obtidos nas condi¢des individuais de otimizacdo. Esse
comportamento ¢ importante, pois reduz a necessidade de multiplos processos de extracao, o
que implica menor consumo de solvente, menor tempo de processamento e maior viabilidade
de aplicacdo em escala (Paraiso et al., 2019; Park et al., 2022).

Além disso, considerando a matriz vegetal do hibisco, rica em polifenois
estruturalmente distintos e fortemente associados a parede celular, a eficiéncia observada para
a condi¢do combinada sugere que os parametros operacionais adotados favoreceram
simultaneamente os mecanismos de cavitagdo, ruptura celular e difusdo de massa, aspectos
fundamentais nos processos de extracdo assistida por ultrassom. A elevada recuperagao
conjunta de flavonoides e antocianinas também indica que as condi¢des empregadas foram
suficientemente brandas para evitar degradacdo térmica e oxidativa desses compostos,
especialmente das antocianinas, reconhecidas por sua instabilidade frente a variacdes de pH,

temperatura e exposi¢ao prolongada a energia (Zhang et al., 2023).

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante dos diferentes extratos otimizados foi avaliado pelos métodos de
captura de radical DPPH, ABTS e pela capacidade de reducao de ions de ferro (FRAP) (Tabela
9).

Os resultados de FRAP indicam que a amostra HF apresentou os maiores valores de
atividade antioxidante (4386,784 £+ 120,479 uM), seguida por HA ¢ HCF. Porém, HG
apresentou os menores valores em todos os métodos, podendo indicar que condigdes de
processamento influenciaram diretamente a quela¢do de ions metalicos livres e a captura de

radicais livres (Villa-Lobos et al., 2023; Yagi et al., 2023).
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Tabela 9 — Atividade antioxidante dos extratos otimizados de hibisco.

Amostra DPPH (uM) ABTS(uM) FRAP (uM)
HCF 2408,414 +£44,294 2 2722,132+£ 16,520 ° 3528,281 + 76,092 ©
HF 2484,435 £ 56,9922 2814,059 + 34,765 * 4386,784 £ 120,479 *
HA 2493,512 + 51,210 2731,145+ 16,222 ° 4004,210 = 48,525 °
HG 2137,237 +27,513 " 2363,439 + 32,892 © 2631,338 + 57,682 ¢

Nota: Valores médios expressos seguidos do desvio padrdo. Letras mintisculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (LSD p < 0,05).

Além disso, a reducdo observada na amostra HG pode estar associada a degradacao dos
compostos bioativos nas condi¢gdes mais intensas do ultrassom. Estudos indicam que, embora
a extracao aumente a liberagdo dos compostos bioativos, condi¢des excessivas podem reduzir
a atividade antioxidante devido a degradagdo estrutural da célula e da antocianina, assim como
visto nas Figuras 11c e 11d, desses compostos, afetando diretamente os resultados dos
antioxidantes (Bevan et al., 2023; Debnath et al., 2024).

Observa-se ainda que os valores de FRAP foram superiores aos de DPPH e ABTS para
todas as amostras, especialmente para HF, indicando maior capacidade redutora dos extratos.
Esse comportamento ¢ frequentemente encontrado para hibisco, uma vez que flavonoides
possuem alta eficiéncia na redugao de ions férricos (Borras-Linares ef al.,2023). De acordo com
Hoang et al. (2023), os extratos de hibisco apresentam forte atividade redutora metalica,
frequentemente superior aos demais métodos antioxidantes.

Os resultados de DPPH mostraram que nao houve diferenga entre os ensaios HCF, HF
e HA sendo maiores que os teores de HG. Isso pode ser devido a maximizagdo de todos os
compostos presentes, levando a perda de algum componente que possa ser mais reativo com o
radical DPPH, sendo altamente sensivel a presenca de compostos fenolicos de baixo peso
molecular e alta capacidade redutora (Zhang et al., 2023; Nurcholis et al., 2021).

O hibisco, por conta da sua composi¢do quimica rica em flavonoides e antocianinas
(delfinidina e a cianidina-3-glicosideo), possui uma alta capacidade de doagao de hidrogénio.
Hoang et al. (2023) demonstram que extratos de H. sabdariffa apresentam elevada atividade
sequestrante de DPPH, com valores dependentes da concentracao de polifendis e da estrutura
quimica dos compostos presentes, particularmente aqueles com grupos hidroxila livres em
posicdes estratégicas do anel aromatico.

Para o ensaio ABTS, observa-se maior valor para HF (2814 uM), seguido por HA e
HCF, enquanto HG apresentou novamente o menor desempenho. Esse comportamento reforca
a maior eficiéncia da condicido HF na extracdo de compostos com elevada capacidade

antioxidante. Diferentemente do DPPH, o método ABTS baseia-se na neutraliza¢ao do radical
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ABTSe" e permite a atuagdo por mecanismos combinados de transferéncia de elétron e de
hidrogénio, o que amplia significativamente sua sensibilidade. Além disso, sua aplicabilidade
em sistemas aquosos e organicos possibilita a detec¢do tanto de compostos hidrofilicos quanto
lipofilicos, tornando-o mais representativo da capacidade antioxidante total do extrato (Gulcin,
2020; George et al., 2022).

Um ponto importante para a escolha dos métodos antioxidantes sdo as suas
complementaridades, onde o DPPH tende a superestimar compostos com alta capacidade de
doagdo de hidrogénio, o ABTS fornece uma avaliagdo mais abrangente da capacidade
antioxidante total, enquanto o FRAP est4 mais associado ao poder redutor. Com isso, o extrato
HF demonstrou um melhor potencial antioxidante em comparagdo com o0s outros extratos
(Rumpf; Burger; Schulze, 2023; Angeli; Morozova; Scampicchio, 2023).

Embora HG apresente valores elevados e equilibrados de fendlicos, flavonoides e
antocianinas, sua atividade antioxidante foi consistentemente inferior nos trés ensaios. Esse
resultado evidencia que a atividade antioxidante ndo depende apenas da concentragao total, mas
da estrutura quimica, da posi¢do e numero de grupos hidroxila, e da disponibilidade desses
grupos para reagdo. Além disso, interagdes como copigmentacdo entre antocianinas e outros
fendlicos podem estabilizar as moléculas, porém reduzir sua reatividade imediata frente aos

radicais livres e agentes oxidantes (Xiang et al., 2025; Wang et al.,2023).

5.7 ESTABILIDADE DO EXTRATO GLOBAL OTIMIZADO

5.7.1 Estabilidade frente a variagcdes de pH

Os resultados obtidos evidenciam que a atividade antioxidante do extrato de Hibiscus
sabdariffa é fortemente dependente do pH do meio, com desempenho superior em condigdes
acidas e declinio progressivo com o aumento da alcalinidade. Esse comportamento esta
diretamente relacionado a estabilidade estrutural das antocianinas, compostos majoritariamente
responsaveis pela capacidade antioxidante desta espécie. Os valores de atividade antioxidante
pelo método DPPH dos extratos de Hibiscus sabdariffa submetidos a diferentes condi¢des de
pH estdo apresentados na Tabela 10.

Os maiores valores de atividade antioxidante foram observados nas condi¢des de pH
acido (pH 2 e pH 4), com médias de 1242,07 uM e 1259,43 uM, respectivamente, € em pH
neutro (pH 7), houve reducdo moderada do valor médio (1118,00 uM). A amostra pH 2 final

apresentou valor intermedidrio de 683,49 uM, com reducdo de aproximadamente 45% em
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relacdo ao inicial, indicando degradagdo das antocianinas, levando a redugdo da atividade
antioxidante. As condig¢des alcalinas (pH 9 e pH 13) apresentaram os menores valores de

atividade antioxidante, com médias de 356,71 uM e 333,29 uM, respectivamente

Tabela 10 — Atividade antioxidante (DPPH) do extrato de Hibiscus sabdariffa em
diferentes condicdes de pH.

Amostra DPPH (uM)
pH2 inicial 1242,07 +£3,192
pH4 1259,43 + 7,02 *
pH7 1118,00 + 7,86 °
pH9 356,71 + 24,62 ¢
pH13 333,29 + 24,65 ¢
pH2 final 683,49 £9,32°¢

Nota: Valores médios expressos seguidos do desvio padrdo. Letras mintusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (LSD p < 0,05).

Entre as antocianinas identificadas nos célices de Hibiscus sabdariffa, destacam-se a
delfinidina-3-glicosideo e a cianidina-3-glicosideo, pigmentos que apresentam marcada
sensibilidade ao pH por meio de transformacgdes estruturais reversiveis em solu¢ao aquosa. Em
solucdo aquosa, as antocianinas podem existir em quatro formas estruturais em equilibrio: o
cation flavilio (AH"), a base quinoidal (A), a pseudobase ou carbinol (B) e a chalcona, sendo a
predominancia de cada forma determinada pelo pH do meio (Chongwilaikasem et al., 2024; Li;
Simon; Wu, 2024).

Em condicdes fortemente 4cidas pH 2 e pH 4, predomina a forma de cétion flavilio, que
confere alta solubilidade em 4gua as antocianinas e representa a estrutura mais estavel. Essa
estabilidade estrutural resulta na maior disponibilidade de grupos hidroxila para a doacao de
hidrogénio ao radical DPPH, explicando os maiores valores de atividade antioxidante
observados nessas condigdes, 1242,07 uM e 1259,43 uM, respectivamente (Xue et al., 2024).
As antocianinas do hibisco sdo reconhecidas como a principal fonte da capacidade antioxidante
desta espécie, e sua preservacdo em meio acido ¢, portanto, determinante para a manutencao da
bioatividade do extrato (Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2024).

Em pH neutro (pH 7), foi observada reducdo moderada da atividade antioxidante
(9,9%). Com o aumento do pH, formam-se as estruturas incolores, que apresentam menor
reatividade frente ao radical livre DPPH. Estudos com extratos ricos em antocianinas

demonstraram que a atividade antioxidante pelo método DPPH pode variar de 73% em pH 4,5
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a 39% em pH 10, padrdo consistente com os dados obtidos (De Moura et al., 2024; Escher et
al., 2020; Yan et al., 2023).

A queda mais acentuada da atividade antioxidante foi verificada em condi¢des alcalinas,
com valores médios de 356,71 uM (pH 9) e 333,29 uM (pH 13). Em pH elevado, as
antocianinas sofrem deprotonacdo na estrutura do anel, com formacdo de bases quinoidais
neutras e, posteriormente, bases quinoidais anionicas de coloragdo azul, estruturas instaveis que
se degradam rapidamente, comprometendo a integridade dos grupos funcionais responsaveis

pela atividade antioxidante (Xue et al., 2024; Zhang, et al., 2025).

5.7.2 Estabilidade a Luz

A analise da propor¢cdo de pigmentos, associada as constantes de velocidade de
degradagdo (k) e aos tempos de meia-vida (t'2), teve seus dados apresentados na Tabela 11 e
revela que o extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa apresentou degradagao progressiva
das antocianinas ao longo de 96 horas, com comportamento distinto entre as condi¢cdes de

exposi¢do a luz e armazenamento no escuro.

Tabela 11 — Propor¢ao de pigmentos e parametros da cinética de degradacao de antocianinas
no extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa expostos e protegidos da luz por um periodo

de 96 h
%Pigmentos Vermelhos  %Pigmentos Amarelos %Pigmentos Azuis
Tempo
Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro

Omin  38+1,1° 38+03° 13+01° 14+0,4° 49+10% 48+03°
12h  35+1,1°  37£02% 13+06% 13+£03° 52+04° 50+1,0¢
24h  32+£07°¢ 36+£12% 13£05% 13+£07° 55+£0,7° 51+03¢
36h 31+£12¢ 35+£1,09¢ 124£03% 14+£07° 57+0,5¢ 52+£02°
48h 30049 34+03% 12+1,0% 13+£08°* 58099 53+0,8°¢
60h 284097 33+10%f 12+1,1° 14+08° 60+£08° 53+03"
72h 25+0,9¢ 33£06% 12+£0,6* 13+£04° 62+£0,6° 54+0,7°
84h  25+08% 33£09% 12+£06* 14+£03° 63+£05% 54+0,7°
96h  24+03¢ 32+0,7' 12+£04* 13£05° 63+04° 55+£05°

k  10,06x 10" 441x10% 593x10% 2,54x10% 239x 10 1,43 x 10

t 1) (h) 69 157 117 273 290 485

Nota: k: constante de velocidade de degradag@o das antocianinas; t (1/2): tempo de meia vida. Valores médios
expressos seguidos do desvio padrdo. Letras mintisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (LSD p < 0,05).
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Os pigmentos vermelhos, representativos da forma cation flavilio (AH"), apresentaram
declinio continuo e estatisticamente significativo ao longo do tempo em ambas as condigdes,
com queda mais acentuada na condicao exposta a luz. A concentracdo relativa reduziu de 38%
(t = 0) para 24% (96 h) sob luz e para 32% (96 h) no escuro. As constantes de degradacao
confirmam essa diferenca: k = 10,06 X 102 h™" (luz) e k =4,41 x 10 h™" (escuro), com tempos
de meia-vida de 69 h e 157 h, respectivamente, indicando que a exposi¢ao luminosa reduziu a
meia-vida do cétion flavilio em aproximadamente 56%.

Esse padrdo ¢ consistente com o mecanismo de fotodegradagao descrito por Xue ef al.
(2024). A radiacdo UV pode acelerar a degradacdo das antocianinas ao produzir um
intermediario a partir do grupo hidroxila em C4, que sofre hidrdlise na posicao C2 com abertura
do anel e formagao de chalcona. Paralelamente, quando o f6ton ¢ absorvido pela molécula de
antocianina e quebra a dupla ligacdo conjugada, ocorre fotodegradacao, sendo que o grupo acila
em antocianinas aciladas absorve fotons e reduz a sensibilidade a luz dessas formas (Li et al.,
2023b).

Uma vez que as antocianinas majoritarias do hibisco (delfinidina-3-sambubiosideo e
cianidina-3-sambubiosideo) ndo sdo aciladas, sua vulnerabilidade a fotodegradacdo ¢
particularmente elevada (Raki¢; Ulrih, 2021; Zhang et al., 2025).

Saidji et al. (2024) colabora diretamente os resultados obtidos, onde o extrato de
antocianinas de hibisco armazenado no escuro sob condi¢des refrigeradas exibiu o maior teor
de antocianinas apos 60 dias de armazenamento, seguido daqueles armazenados no escuro e,
por fim, dos expostos a luz. O fato de que amostras no escuro apresentaram meia-vida 2,28
vezes maior reforca que a auséncia de fotoexcitacao preserva significativamente a integridade
do céation flavilio (De Moura ef al., 2024).

Os pigmentos amarelos, associados as formas chalcona e hemicetal (pseudobase
carbinol), mantiveram-se relativamente estaveis ao longo do periodo avaliado, com baixas
variacoes entre os tempos em ambas as condi¢des, de 13% (t=0) para 12% (96 h) sob luz, e de
14% (t = 0) para 13% (96 h) no escuro. As constantes de degradagao foram k=15,93 x 103 h™!
(luz) e k =2,54 x 1073 h! (escuro), com meias-vidas de 117 h e 273 h, respectivamente.

A relativa estabilidade percentual dos pigmentos amarelos ao longo do tempo pode ser
interpretada como resultado do equilibrio dindmico entre sua formacao, a partir da conversao
do cation flavilio, e sua degradacao continua em produtos de menor massa molecular (Li et al.,
2023b). Esse fluxo de formagdo por degradagdo do flavilio e consumo para produtos finais
incolores pode explicar a aparente estabilidade dos percentuais amarelos, enquanto a velocidade

de degradagao total (k) permanece superior sob luz (Zhang et al., 2025).
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A radiacdo UV pode acelerar a degradacdo das antocianinas ao produzir um
intermediario a partir do grupo hidroxila em C4, que hidrolisa na posi¢do C2 para abertura do
anel e formacao de chalcona, a qual rapidamente se degrada em produtos de menor massa
molecular como &acido benzodico e 2.,4,6-tri-hidroxibenzaldeido (Xue et al., 2024), o que
limitaria o acumulo de chalcona mesmo quando sua producdo ¢ estimulada (Raki¢; Ulrih,
2021).

Os pigmentos azuis, representativos das formas quinonoidais (bases quinoidal neutra e
anidnica), apresentaram comportamento inverso ao dos pigmentos vermelhos: aumento
progressivo ao longo das 96 horas, de 49% (t = 0) para 63% (96 h) sob luz, e de 48% (t = 0)
para 55% (96 h) no escuro. As menores constantes de degradagdo nessa categoria (k = 2,39 x
102 h™' sob luz; k= 1,43 X 1073 h™" no escuro) e os maiores tempos de meia-vida (290 h e 485
h, respectivamente) refletem que os pigmentos azuis sdo simultaneamente produzidos (a partir
da conversao do cation flavilio) e degradados, resultando em acumulo liquido durante o periodo
avaliado.

Esse acimulo indica que a taxa de conversdo do cation flavilio em bases quinoidais
supera a taxa de degradagdo destas Ultimas no intervalo de 96 horas. Sadowska-Bartosz e
Bartosz (2024) ressaltam que a base quinonoidal ionizada tem os atomos de oxigénio
envolvidos em quelagdo com metais, o que impede reagdes com o oxigénio e reduz a capacidade
antioxidante das antocianinas, sugerindo que o aumento dos pigmentos azuis representa,
funcionalmente, uma redugao da bioatividade do extrato ao longo do tempo (Fu et al., 2021).

A protecdo contra a luz demonstrou impacto relevante também sobre a estabilidade das
bases quinonoidais: a meia-vida no escuro (485 h) foi 1,67 vezes superior a observada sob luz
(290 h), indicando que mesmo as formas estruturais mais estaveis das antocianinas sao
aceleradas em sua degradacdo final pela radiacdo luminosa (Fu ef al., 2021; Ionescu; Samide;
Tigae, 2025).

Em conjunto, os dados da Tabela 11 demonstram que o armazenamento protegido da
luz ¢ imprescindivel para a preservagao da atividade bioativa do extrato de Hibiscus sabdariffa,
com impacto direto na propor¢ao de pigmentos vermelhos (céation flavilio), que representa a
forma estruturalmente mais ativa e estdvel em condigdes 4cidas. A exposicao luminosa acelera
de forma significativa a conversdo do cétion flavilio em formas quinoidais e chalconas,

reduzindo a meia-vida e comprometendo as propriedades corantes e antioxidantes do extrato.
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5.7.3 Estabilidade a Temperatura

Os resultados apresentados na Tabela 12 demonstram que o aumento da temperatura
promoveu reducao progressiva da retencao de cor das antocianinas do extrato otimizado HG de
Hibiscus sabdariffa, evidenciando maior degradagao térmica em condi¢gdes mais severas. Apos
8 h de exposicdo térmica, observou-se retencdo de cor de 82, 74 ¢ 71% para 60, 80 ¢ 100 °C,
respectivamente, indicando que temperaturas elevadas aceleram significativamente a

degradacao dos pigmentos antocianicos.

Tabela 11 — Parametros da cinética do efeito de diferentes temperaturas na estabilidade das
antocianinas do extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa por um periodo de 8 h.

Parametros da Temperatura
Cinética 60 °C 80 °C 100 °C
Retencao de Cor (%) 82 74 71
k 0,024 0,041 0,044
t an) (h) 29 17 16

Nota: k: constante de velocidade de degradagdo das antocianinas; t (1,2): tempo de meia vida.

Esse comportamento ¢ confirmado pelos valores da constante cinética de degradacao
(k), que aumentaram com a elevacao da temperatura, variando de 0,024 h™' a 60 °C para 0,044
h™' a 100 °C. Esse aumento demonstra maior velocidade reacional de degradacdao térmica,
comportamento tipico de compostos termossensiveis € compativel com modelos cinéticos de
primeira ordem frequentemente descritos para antocianinas (De Marchi et al., 2024; Tobolka
et al., 2024). Segundo Oancea (2021), a degradagdo térmica de antocianinas ocorre
predominantemente segundo cinética de primeira ordem, devido a dependéncia exponencial da
velocidade de degradagdo em relacdo a temperatura.

A reducdo do tempo de meia-vida (ti/2) reforca esse comportamento, passando de
aproximadamente 29 h a 60 °C para 16 h a 100 °C. A diminui¢do da meia-vida indica menor
estabilidade molecular das antocianinas sob temperaturas elevadas, uma vez que maiores niveis
de energia térmica favorecem processos de hidrolise, oxidacao e abertura do anel flavilico (Xue
etal., 2024).

O aquecimento promove degradagao estrutural das antocianinas por ruptura das ligagdes
glicosidicas e formacao de chalconas e acidos fenolicos de menor estabilidade, reduzindo tanto
a intensidade da coloracdo quanto a atividade antioxidante (Oancea, 2021; Tobolka et al.,

2024).
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Do ponto de vista tecnoldgico, os resultados demonstram que temperaturas moderadas
favorecem maior preservacdo das antocianinas, enquanto tratamentos térmicos severos
aceleram sua degradagdo. Assim, processos industriais devem priorizar condi¢des mais brandas
ou tratamentos rapidos, como HTST (High Temperature Short Time), visando minimizar perdas
de cor e atividade antioxidante (Polak; Kalisz; Kruszewski, 2024). Além disso, estratégias como
uso de embalagens com barreira a luz e sistemas de copigmentacdo podem contribuir para
aumentar a estabilidade desses compostos durante o processamento € armazenamento

(Remedio; Quinaya, 2024; Zhu et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

A extragdo assistida por ultrassom dos compostos bioativos de Hibiscus sabdariffa,
otimizada por delinecamento Box-Behnken, mostrou-se eficiente para a recuperagao simultanea
de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas. O ultrassom aumentou significativamente
o rendimento de extragdo, sendo observada degradagcdo dos compostos em tempos excessivos
de sonicagdo. A concentragdo de etanol foi a varidvel de maior influéncia sobre as respostas
avaliadas, seguida da temperatura e do tempo de ultrassom.

A condicdo otimizada (44,17% de etanol, 60 °C e 13,83 min) permitiu maximizar
simultaneamente as trés classes de compostos, produzindo um extrato com elevado teor de
bioativos. Os extratos obtidos apresentaram alta atividade antioxidante, embora esta tenha
dependido ndo apenas da concentragao, mas também da composi¢ao quimica dos compostos
extraidos. As antocianinas demonstraram elevada sensibilidade ao pH alcalino, a luz e as altas
temperaturas, apresentando maior estabilidade em meio 4cido e sob armazenamento no escuro.

Estudos futuros devem avancar na caracterizacao individual dos compostos presentes
nos extratos otimizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, na avaliacdo de sua
citotoxicidade e bioacessibilidade in vitro, bem como na aplicagdo do extrato HG em matrizes
alimenticias reais como bebidas funcionais, 1ogurtes e filmes de embalagem ativa a fim de
validar seu potencial tecnoldgico e contribuir para o aproveitamento sustentavel dos calices de

Hibiscus sabdariffa na industria de alimentos.
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