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RESUMO 

 

A extração assistida por ultrassom (EAU) representa uma alternativa eficiente e sustentável 

para a recuperação de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais. O presente trabalho 

teve como objetivo otimizar as condições de extração de compostos fenólicos totais (CFT), 

flavonoides totais (FT) e antocianinas totais (AT) dos cálices desidratados de Hibiscus 

sabdariffa, utilizando um delineamento fatorial Box-Behnken com três variáveis 

independentes: concentração de etanol (X₁: 25, 50 e 75%), temperatura (X₂: 30, 45 e 60 °C) e 

tempo de ultrassom (X₃: 5, 10 e 15 min). Antes do planejamento, avaliou-se o efeito preliminar 

do ultrassom na extração de antocianinas em diferentes tempos de sonicação (0, 5, 10 e 15 min), 

e a estrutura dos cálices, antes e após o tratamento, foi analisada por microscopia eletrônica de 

varredura com emissão de campo (MEV-FEG). Os modelos ajustados apresentaram 

coeficientes de determinação de 0,8247, 0,7897 e 0,9270 para CFT, FT e AT, respectivamente. 

A concentração de etanol (X₁) foi a variável de maior impacto sobre as três respostas, com o 

maior t-valor absoluto registrado para AT (t = −25,195; p < 0,001). A otimização por função de 

desejabilidade global resultou em desejabilidade de 0,7455, com condições ótimas de 44,17% 

de álcool, 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 µM). A estabilidade das antocianinas do extrato HG foi avaliada em diferentes 

condições de pH, luz e temperatura. A maior atividade antioxidante foi observada em pH ácido 

(1259,43 µM em pH 4), com redução acentuada em condições alcalinas (333,29 µM em pH 

13). A exposição à luz acelerou a degradação do cátion flavílio, com meia-vida de 69 h sob luz 

frente a 157 h no escuro. O aumento da temperatura reduziu progressivamente a retenção de 

cor, com valores de 82, 74 e 71% após 8 h a 60, 80 e 100 °C, respectivamente. Os resultados 

demonstram que a EAU otimizada pelo delineamento Box-Behnken é uma estratégia eficiente 

para a obtenção de extratos de H. sabdariffa com elevado conteúdo de compostos bioativos e 

potencial de aplicação como ingrediente funcional na indústria de alimentos. 

 

Palavras-chave: Capacidade antioxidante; sustentabilidade; extração 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 (X₁: 25, 50, and 75%), 

temperature (X₂: 30, 45, and 60 °C), and ultrasound time (X₃: 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 (X₁) 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 µM). 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 µM at pH 4), with a marked reduction under alkaline conditions (333.29 

µM 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 INTRODUÇÃO 

 

Métodos eficientes de extração de compostos bioativos de plantas alimentícias não 

convencionais (PANC’s) e alimentos funcionais são áreas de intensa pesquisa, impulsionada 

pelo crescente interesse na utilização de produtos naturais para promover a saúde e o bem-estar. 

Nesse contexto, o Hibiscus sabdariffa emerge como uma planta de grande potencial devido à 

sua rica composição fitoquímica, que inclui antioxidantes, flavonoides, ácidos orgânicos e 

antocianinas. 

A tecnologia de extração assistida por ultrassom (EAU) tem se destacado como uma 

abordagem promissora para a obtenção de extratos vegetais de alta qualidade, devido à sua 

capacidade de aumentar a eficiência do processo de extração e a solubilização dos compostos 

bioativos presentes nas plantas. Por meio da aplicação de ultrassom ocorre a ruptura das células 

vegetais e a liberação dos compostos bioativos, resultando em extratos mais concentrados e 

biodisponíveis. 

No entanto, apesar do potencial da EAU, ainda há desafios a serem superados em relação 

à otimização dos parâmetros de extração, como a temperatura, o tempo de exposição e a 

proporção entre o material vegetal e o solvente. Além disso, a caracterização detalhada dos 

compostos bioativos presentes nos extratos de Hibiscus sabdariffa é essencial para 

compreender seus potenciais efeitos funcionais. 

Através de uma combinação de técnicas analíticas, é possível identificar e quantificar 

os principais compostos presentes nos extratos, incluindo ácidos fenólicos, flavonoides e 

antocianinas e com isso obter um extrato de maior valor nutricional.  

Além disso, ao explorar os benefícios da tecnologia ultrassônica para a obtenção de 

extratos vegetais, há contribuição para o desenvolvimento de práticas mais sustentáveis na 

indústria de produtos naturais e fitoterápicos, pela demanda dos consumidores por produtos 

menos processados. Assim, a obtenção de extratos dos cálices de Hibiscus sabdariffa assistida 

por ultrassom e a caracterização de seus compostos bioativos representam uma área de pesquisa 

promissora. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar a extração e quantificar os compostos bioativos de extratos dos cálices de 

Hibiscus sabdariffa, obtidos com auxílio de ultrassom  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar a composição centesimal dos cálices de Hibiscus sabdariffa; 

• Avaliar a estrutura das paredes vegetais dos cálices de hibisco antes e após extração com 

o auxílio do ultrassom, através da microscopia eletrônica de varredura; 

• Otimizar a extração dos compostos fenólicos, flavonoides, antocianinas e das três 

classes simultaneamente por meio de planejamento experimental; 

• Avaliar as atividades antioxidantes do extrato em relação aos diferentes métodos de 

extração; 

• Determinar a estabilidade das antocianinas presentes no extrato em diferentes condições 

de temperatura, pH e luz. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.2 PLANTAS ALIMENTÍCIAS NÃO CONVENCIONAIS (PANC’s) 

 

Poucas plantas são 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 et al., 2023; Iqbal 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 às 

necessidades nutricionais, a segurança alimentar, uma alimentação saudável e incentivar uma 

sociedade mais sustentável. Entretanto, diversas espécies de plantas que possuem 

características que possam contribuir para a alimentação humana são utilizadas parcialmente 

ou nem chegam a ser utilizadas, podendo serem denominadas plantas alimentícias não 

convencionais (PANC’s) (Pereira et al., 2023; Iqbal et al., 2022; Ferreira et al., 2024). 

Por conta de mecanismos de adaptação e uma grande resistência em ambientes 

considerados hostis para diversas plantas, as PANC’s podem ser encontradas facilmente em 

locais não esperados como praças, 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 utilização de PANC’s 

permanece de maneira pouco explorada, mesmo com diversos usos documentados em várias 

aldeias indígenas e comunidades tradicionais (Santos et al., 2024). 

As PANC’s surgem como uma forma alternativa economicamente e nutricionalmente 

viável para a alimentação humana. Porém, as cadeias produtivas de algumas plantas se mantêm 

apenas na comercialização in natura ou minimamente processada, não abrangendo muitos 

locais de venda além da zona de produção. 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 eficácia na promoção 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 raízes, porém muitas ainda são subutilizadas (Soares et al., 2024). Na definição de 

PANC’s pode-se incluir plantas alimentícias que possuam métodos de processamento 
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minimizados, as que não possuem valor de mercado ou as que são vendidas em pequena escala 

(Mendonça et al., 2023). 

Como forma de melhorar a utilização dessas plantas na alimentação humana, é essencial 

a identificação das espécies existentes, junto com estudos para encontrar o melhor potencial 

para cultivo a curto, médio e longo prazo, além de propor formas fáceis de preparo e com boa 

composição nutricional. Apesar de que, no Brasil, existam políticas públicas que auxiliam na 

comercialização dessas PANC’s, a compra de alimentos menos conhecidos é 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 produções agrícolas, onde as espécies que 

possuem alto valor comercial são as mais procuradas e analisadas (Ferreira et al., 2024).  Porém, 

no Brasil, algumas pesquisas têm sido realizadas com temas que possuem relação ao 

desenvolvimento de novos produtos alimentícios com as PANC’s, além da sua composição 

centesimal, seus compostos bioativos e suas propriedades farmacológicas (Souza et al., 2023).  

Comumente, as plantas alimentícias não convencionais são ótimas fontes de compostos que 

possuem características anti-inflamatórias e antioxidantes, junto com nutrientes, vitaminas e 

alguns minerais (Mendonça et al., 2023). A implementação de políticas que atribuam valores 

com ligação à saúde e à sustentabilidade pode aumentar significativamente o consumo e a 

produção de PANC’s (Souza et al., 2023).  

As PANC’s tradicionalmente têm sido utilizadas como forma de tratamento e prevenção 

natural de várias doenças como as neurodegenerativas, distúrbios renais, hipertensão e atuam 

como agentes anticancerígenos, por conta da sua composição química que possui notável 

conteúdo de minerais e compostos fenólicos (Ferreira et al., 2024; Torres et al., 2022). 

Dentre as diversas fontes de alimentos que existem, as PANC’s não necessitam da 

aplicação de insumos químicos e nem da criação de novas áreas de plantio, devido ao fato de 

diversas dessas plantas possuírem características de resistência a ambientes hostis (Fangueiro 

et al., 2022). 

Diversos agricultores possuem áreas que estão repletas de PANC’s, podendo intensificar 

a alimentação de qualidade de muitas famílias, porém há o problema da falta de conhecimento 

sobre as plantas, ou até a falta de instruções de preparo atingindo também a população em geral 

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

 

A planta Hibiscus sabdariffa, conhecida em diversas regiões do mundo como Roselle, 

e aqui no Brasil como hibisco ou vinagreira, faz parte da família das Malvaceaes. A origem da 

palavra roselle é 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 à sua cor característica ser vermelha. Por conta disso, o hibisco é 

amplamente utilizado como corante e ingrediente de diversas bebidas (Salami; Afolayan, 2020) 

Considerado uma planta herbácea, o hibisco possui como característica a capacidade de 

ser acessível durante todo o ano, com galhos eretos e ramificados, sendo cultivado em diversas 

áreas ao redor do mundo. Pode chegar a uma altura entre 1,5 e 2,5 metros, sendo nativa da Ásia 

e da África tropical, tendo a possibilidade de ser encontrada em outras regiões tropicais e 

subtropicais como a Índia, Malásia, América Central e Austrália (Chatepa et al., 2023; Ahmed 

et al., 2023).  

As folhas são de cor verde escura a vermelha, lisas, tendo de 3 a 5 lóbulos que possuem 

tamanho de 8 a 15 cm de comprimento. As flores são vermelhas a amarelas com um centro 

escuro, nascendo solitárias nas axilas das folhas; os cálices, que são o agrupamento de 5 sépalas, 

são proeminentes com coloração vermelha viva e carnuda (Yasmin et al., 2023).  

Os extratos aquosos e/ou alcoólicos dos cálices, folhas e flores do hibisco contêm 

diversos compostos como os ácidos fenólicos, vitamina C e flavonoides, com maior 

concentração sendo das antocianinas que resultam em um produto natural elevado em 

capacidade antioxidante, minimizando o estresse oxidativo e possíveis inflamações (Chatepa et 

al., 2023; Ajiboye et al., 2024).  

Em especial os cálices de hibisco, que podem ser comercializados secos ou in natura 

como demonstrado na Figura 1, são amplamente reconhecidos por conta das suas propriedades 

químicas que impactam positivamente na saúde do consumidor. Essas propriedades são devidas 

aos compostos antioxidantes que realizam a neutralização de radicais livres presentes nas 

células do organismo, evitando  possíveis danos oxidativos que podem diminuir a vida útil da 

célula (Clímaco 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 pressão arterial mais elevada; também há 

indícios de efeito anticancerígeno, o qual inibe o crescimento de células que podem ser 

consideradas cancerígenas. As antocianinas do hibisco podem ser utilizadas para o tratamento 
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de febre, fígado e leucemia, sendo alguns exemplos de aplicações medicinais que foram 

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

 

Figura 1 - Cálices de Hibiscus sabdariffa in natura 

 
Fonte: o autor.  

 

As formas mais comuns de preparo para consumo de Hibiscus sabdariffa são a infusão, 

como a produção de chás, e a obtenção de extratos aquosos/alcoólicos para posterior aplicação 

em outros produtos, ou até mesmo a produção de medicamentos. Porém, o efeito tóxico possui 

dados limitados, sendo necessário realizar uma pesquisa dos efeitos adversos ao adicionar 

extratos dessa planta em novos produtos (Mendonça et al., 2023). 

Os compostos bioativos que estão presentes nos cálices do hibisco, que apresentam 

propriedades que contribuem para a redução de peso através da inibição do acúmulo de lipídeos 

e da supressão da adipogênese são: as antocianinas (cianidina e delfinidina); ácidos orgânicos 

(ácido cítrico, ácido málico e ácido hibístico), ácidos fenólicos (ácido clorogênico e ácido 

gálico) e flavonoides (miricetina, quercetina e kaempferol) (Dilokthornsakul et al., 2024; Arce-

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

 

3.3 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Sendo compostos por pelo menos um anel aromático ligado a um grupo hidroxila, os 

compostos fenólicos são metabólitos secundários das plantas que principalmente são 

sintetizados pela via metabólica dos fenilpropanoides que têm a possibilidade de obter 

diferentes propriedades por conta de outros ligantes presentes na estrutura principal (Vincí et 

al., 2024; Silva et al., 2024).  
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Por volta de 8.000 polifenóis foram identificados e classificados em dois principais 

grupos: os flavonoides e os não flavonoides. Dentre os flavonoides estão: flavonas, flavonóis, 

flavononas, isoflavonas e antocianidinas, e dentre os não flavonoides tem-se: ácidos fenólicos, 

estilbenos, lignanas, como demonstrado na Figura 2 (Vinci et al.,2024; El-Hack et al., 2023). 

O papel de defesa e proteção das plantas contra a radiação ultravioleta e danos por 

patógenos é desempenhado pelos compostos fenólicos, além de que, nos alimentos, fazem parte 

das características sensoriais impactando no amargor, sabor, odor, cor e estabilidade à oxidação 

(Vinci et al., 2024).  

A melhoria da saúde das propriedades biológicas dos compostos fenólicos é 

influenciada pela ingestão, absorção e transporte para os locais-alvo e pelo metabolismo do 

organismo. A biodisponibilidade dos compostos está condicionada à sua bioacessibilidade a 

partir da matéria-prima, estabilidade durante a digestão gastrointestinal, absorção e 

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

 

Figura 2 - Classificação dos Polifenóis 

 
Fonte: o autor (2026).   

 

A forma mais comum  de extração desses compostos fenólicos das plantas e seus 

derivados consiste nas etapas de maceração, percolação e extração por solvente. Porém, esses 

métodos possuem limitações por conta da instabilidade térmica de algumas biomoléculas e do 

longo tempo para a extração (Sanou et al., 2023; Wu et al., 2024).  
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Contudo, a grande diversidade estrutural dos compostos fenólicos, associada à 

variedade de matrizes alimentares e às limitações das tecnologias disponíveis, dificulta a 

realização de processos de extração que sejam simultaneamente eficientes, sustentáveis e 

economicamente viáveis. (Wu et al., 2024; Vinci et al., 2024). Diversos parâmetros como a 

composição do produto, flora intestinal e a composição química impactam diretamente na 

eficiência da absorção dos polifenóis (El-Hack et al., 2023). 

Além da degradabilidade térmica, os compostos fenólicos são extremamente sensíveis 

às condições do ambiente em que estão, por conta de serem metabolizados rapidamente, como 

o pH, a presença de luz e/ou oxigênio. Devido a isso, estudos minuciosos devem ser realizados 

a fim de compreender o comportamento dos compostos fenólicos nos locais onde são 

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

et al., 2023).  

 

3.3.2 Flavonoides 

  

Diversas pesquisas estão sendo realizadas no campo de compostos naturais para a sua 

aplicação em novos produtos, além do estudo para o aprimoramento do processamento 

industrial em larga escala.  Os flavonoides, um grupo de compostos polifenólicos, têm chamado 

a atenção de diversos pesquisadores devido ao fato de estarem amplamente dispersos na 

natureza e exibirem uma grande atividade biológica, tornando-os relevantes para múltiplos 

campos científicos (Liga et al., 2023).  

Estando presentes em várias frutas, vegetais, ervas, caules, cereais, flores e sementes, 

os flavonoides que são um grupo importante de metabólitos secundários dos vegetais, são 

utilizados de maneira abrangente na produção de diversos alimentos, com o intuito de diminuir 

o uso de produtos sintéticos e beneficiar a saúde 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 átomos de carbono dispostos em três anéis (C6-C3-C6)  

rotulados como A, B e C, sendo sintetizados por meio da via metabólica dos fenilpropanoides 

(Nascimento et al., 2022; Chen et al., 2023). Além dos vegetais e frutas, que são as principais 

fontes de flavonoides, algumas pesquisas mostram que microrganismos como fungos e 

bactérias podem ser utilizados para a produção de flavonoides a partir de biomassa vegetal 

(Liga et al., 2023).  

Devido às suas propriedades benéficas à saúde como a capacidade antioxidante, os 

flavonoides estão sendo utilizados como ingrediente fundamental em medicamentos anti-
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inflamatórios, antibacterianos e auxiliares na redução da pressão arterial em humanos e estão 

desenvolvendo-se como potenciais compostos terapêuticos para essas doenças (Li et al., 

2023a). Apesar desses benefícios, eles necessitam ser ingeridos através de alimentos ou 

medicamentos, pois não são 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, flavonóis e antocianinas, sendo as flavonas e flavonóis 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 prevenção de doenças são favorecidos pelos 

flavonoides, que demonstram beneficiar diversas partes do corpo humano como o músculo 

esquelético, fígado, pâncreas, adipócitos, 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 cálice 

de Hibiscus sabdariffa, demonstrou um efeito positivo na ação anti-hipertensiva, reduzindo 

significativamente os parâmetros de pressão arterial sistólica e diastólica em ratos hipertensos. 

 

3.3.3 Antocianinas 

 

Em uma grande variedade de flores e frutos que possuem coloração roxo-avermelhada, 

são encontradas as antocianinas, um subgrupo dos flavonoides, sendo altamente utilizadas 

como corantes naturais, capazes de substituir aditivos sintéticos na indústria. São pigmentos 

orgânicos e solúveis em água, possuindo grupos hidroxila, carboxila, metoxila e glicosila 

ligados a um anel aromático, como demonstrado na Figura 3, e o seu consumo apresenta 

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

 

Figura 3 - Estruturas das antocianinas mais comuns. 

 
Fonte: Liga et al., 2023.  
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Esse grupo de compostos fenólicos tem-se mostrado como um ingrediente chave nas 

indústrias, principalmente na de alimentos, cosméticos e farmacêutica, por conta da sua 

atividade antioxidante, a qual é responsável pelas atividades anti-glicêmicas e anti-

cancerígenas. Normalmente encontradas nas plantas, como em flores, caules e folhas, as 

antocianinas estão majoritariamente presentes nas camadas celulares internas, como na 

epiderme e nas células periféricas do mesófilo (Rizkiyah et al., 2023; Hoang et al., 2024). 

Na planta de Hibiscus sabdariffa, especialmente no seu cálice, foram encontradas quatro 

principais antocianinas: delfinidina-3-O-glicosídeo, delfinidina-3-O-sambubiosídeo, cianidina-

3-O-glicosídeo e cianidina-3-O-sambubiosídeo, sendo estas antocianinas responsáveis pela 

coloração avermelhada dos cálices (Jabeur et al., 2017). No extrato aquoso de hibisco, dentre 

as quatro principais, a delfinidina-3-O-sambubiosídeo e a cianidina-3-O-sambubiosídeo são os 

compostos mais predominantes (Khan et al., 2022).  

As antocianinas possuem a propriedade de alterar reversivelmente sua estrutura através 

da diferença de pH, variando assim a sua cor entre preto, azul, roxo e vermelho. Por conta disso, 

são amplamente utilizadas como corante natural na indústria alimentícia e de impressão 3D. A 

quantidade de antocianinas presentes no hibisco é semelhante às framboesas e possui maior 

concentração do que outras plantas comestíveis (Hoang et al., 2023).  

Uma das limitações da utilização das antocianinas como corante natural em produtos 

alimentícios e farmacêuticos é devida à instabilidade, a variações drásticas de pH, temperatura, 

luz, alguns íons metálicos, enzimas, oxigênio, ácido ascórbico, açúcares e outras substâncias 

que podem danificar a sua estrutura (Nhon et 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 desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) ou de espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs), um subproduto natural do metabolismo corporal, e os 

mecanismos de defesa antioxidantes do corpo. Em condições fisiológicas normais, os 

antioxidantes neutralizam os EROs e os ERNs evitando assim o EO e o EN, porém diversos 

fatores podem levar a produção excessiva dessas espécies reativas (ERs) causando danos a 

componentes celulares como o DNA, proteínas e lipídeos (Oke et al., 2024; Iqbal et al., 2024; 

Perluigi; Di Domenico; Butterfield, 2023). 

Os fatores externos, como a poluição do ar, fumaça do tabaco, herbicidas, luz 

ultravioleta e radiação ionizante podem levar a um acúmulo excessivo de espécies reativas 
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(ERs) ou interferirem no sistema de captura de radicais livres, causando uma série de problemas 

patológicos no organismo (Yoshikawa; You, 2024; Chen et al., 2024). Conforme Chen et al. 

(2024), as ERs provocam a oxidação celular, sobretudo nas camadas lipídicas das membranas. 

Adicionalmente, modificam a estrutura de proteínas, enzimas e ácidos nucleicos, levando ao 

mau funcionamento ou à morte celular. Um exemplo dessas espécies são os aldeídos 

insaturados e as carbonilas proteicas que levam à oxidação, alterando seriamente a estrutura do 

DNA (Perluigi; Di Domenico; Butterfield, 2023).  

A capacidade antioxidante dos flavonoides varia devido à sua estrutura. Íons metálicos 

como ferro e cobre podem gerar radicais livres, causando desequilíbrios redox e elevando 

ERO’s. A ligação desses íons por flavonoides, que é influenciada pela quantidade e posição de 

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

  

3.4 EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS ASSISTIDA POR ULTRASSOM  

 

Para a extração 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 otimização dos 

processos é de grande importância. A extração assistida por ultrassom (EAU) é uma inovação 

tecnológica capaz de aumentar a eficiência no isolamento de compostos bioativos de plantas 

(Diwathe et al., 2024). Com isso, a EAU se torna rápida e confiável para a extração de 

metabólitos primários e secundários (Sanou et al., 2023). 

Tradicionalmente, para a extração de compostos bioativos de plantas, são utilizados 

processos de extração térmica como, por exemplo, a extração por Soxhlet, a extração por 

destilação em água e a extração por destilação a vapor. Porém, estes métodos possuem 

desvantagens devido à utilização de altas temperaturas que podem ocasionar a perda de 

componentes voláteis, em função da sensibilidade térmica e do alto consumo de energia, além 

da necessidade da utilização de grandes quantidades de solventes e de longos tempos de 

extração (Diwathe et al., 2024; Shen et al., 2023).  

O ultrassom produzido por ondas sonoras é uma forma de energia vibracional utilizada 

como uma tecnologia promissora para eliminar alguns patógenos, 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 diferenças de pressão gerando 

cavitação por conta das bolhas que explodem liberando energia (Figura 4). Essas bolhas geram 

elevadas forças de cisalhamento causando a ruptura celular, melhorando a transferência de 

massa e aumentando a eficiência de extração (Siddiqui et al., 2023). 
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Figura 4 - Mecanismo de ação do ultrassom  

 
Fonte: o autor.  

 

O uso das ondas ultrassônicas reduz significativamente o tempo de extração devido à 

explosão das bolhas geradas pela cavitação, o que provoca o rompimento das paredes celulares. 

Esse fenômeno acelera a difusão dos componentes presentes no interior da célula, aumentando 

a transferência de massa e resultando em uma eficiência de extração mais elevada. Dessa forma, 

o ultrassom combina simultaneamente o efeito térmico, o efeito mecânico e o efeito de 

cavitação, contribuindo para a otimização da extração de compostos bioativos de matrizes 

vegetais (Nhon et al., 2022; Shen et al., 2023). 

Para a extração de compostos fenólicos de Hibiscus sabdariffa, a extração assistida por 

ultrassom destaca-se como um dos métodos mais eficientes e modernos atualmente disponíveis. 

Isso se deve principalmente ao seu baixo custo operacional, ao curto tempo de extração e ao 

reduzido consumo de solventes. Além disso, essa técnica é amplamente reconhecida como uma 

alternativa mais ecológica quando comparada aos métodos tradicionais de extração (Bakar et 

al., 2023; Siddiqui et al., 2023). 

A partir de uma pesquisa e análise 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 científico pelo tema (Figura 5). 
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Figura 5 - Artigos publicados sobre extração assistida por ultrassom entre 2001 e 2025 

 
Fonte: o autor.  

 

3.5 APLICAÇÕES DE Hibiscus sabdariffa  

 

O uso de extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa em alimentos está previsto pela 

Instrução Normativa nº 159 de 2022 (Brasil, 2022), que estabelece as listas das partes de 

espécies vegetais autorizadas para o preparo de chás 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 - Número de artigos publicados sobre Hibiscus sabdariffa entre 2000 e 2025 

 
Fonte: o autor.  
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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 cálices de Hibiscus sabdariffa como matéria-prima para a indústria de alimentos 

até estratégias avançadas de otimização da extração de seus compostos bioativos. 

Cid-Ortega e Guerrero-Beltrán (2015) estabelecem o embasamento conceitual para o 

uso dos cálices de H. sabdariffa, destacando sua riqueza em antocianinas, polifenóis e fibras 

com atividades antioxidante e antimicrobiana. Esse perfil fitoquímico justifica o interesse em 

otimizar a extração simultânea de compostos fenólicos 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, reforçando a importância de 

métodos extrativos eficientes e direcionados à fração de interesse. No presente trabalho, os 

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

antocianinas e fenólicos da planta. 

 

Quadro 1 – Resumo de algumas aplicações de Hibiscus sabdariffa  

(continua) 

Título do Artigo Objetivo Método de 

Extração/ 

Processamento 

Principais observações e 

Conclusão 

Referência 

Hibiscus sabdariffa 

L. Extract as a 

Natural Additive in 

Food Packaging 

Biodegradable Films 

Avaliar extrato de 

H. sabdariffa 

como aditivo em 

filmes 

biodegradáveis de 

para embalagens 

Extração por 

acetona; 

incorporação em 

matriz polimérica 

Filmes com extrato 

apresentaram maior 

atividade antioxidante e 

antimicrobiana e 

propriedades mecânicas 

frente ao controle 

Hernández

-

Hernández 

et al., 

2024. 

Seeking Optimal 

Extraction Method 

for Augmenting 

Hibiscus sabdariffa 

Bioactive 

Compounds 

Comparar UAE, 

campo elétrico 

pulsado e agitação 

convencional para 

extração de 

compostos 

bioativos de 

cálices de H. 

sabdariffa 

UAE, campo elétrico 

pulsado (PEF) e 

agitação 

convencional 

UAE e PEF superaram a 

extração convencional; 

concentração de etanol e 

tempo foram os fatores 

mais determinantes sobre 

o teor de polifenóis e 

atividade antioxidante 

Kourelatou 

et al., 2024 

Research on 

optimization of spray 

drying conditions of 

anthocyanins from 

Hibiscus sabdariffa 

and application to 

marshmallows 

Otimizar secagem 

por atomização de 

antocianinas de H. 

sabdariffa e avaliar 

aplicação do pó 

em marshmallows 

Extração 

convencional 

seguida de secagem 

por atomização com 

maltodextrina e 

goma arábica 

Pó com 100,22 mg/g de 

antocianinas e 

encapsulação de 93,87%; 

marshmallows com boa 

aceitação sensorial e 

capacidade antioxidante 

satisfatória 

Hoang et 

al., 2024 
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Quadro 1 – Resumo de algumas aplicações de Hibiscus sabdariffa 

(continuação) 

Título do Artigo Objetivo Método de 

Extração/ 

Processamento 

Principais 

observações e 

Conclusão 

Referência 

Optimization of 

ultrasound-assisted 

extraction using RSM 

for total anthocyanin 

content, total phenolic 

content and 

antioxidant activities 

of Roselle (Hibiscus 

sabdariffa L.) calyces 

Otimizar UAE de 

cálices de H. 

sabdariffa por 

delineamento Box-

Behnken variando 

temperatura, tempo 

e razão 

sólido:solvente 

UAE com 

delineamento Box-

Behnken e RSM 

R² entre 0,97 e 0,98; 

condições ótimas: 80 

°C, 48 min e razão 

1:60; UAE superou 

extração Soxhlet para 

todos os atributos 

avaliados 

Ahmed et 

al., 2023. 

Roselle calyces 

(Hibiscus sabdariffa), 

an alternative to the 

food and beverages 

industries: a review 

Revisar o uso de 

cálices de H. 

sabdariffa como 

ingrediente 

funcional nas 

indústrias 

alimentícia e de 

bebidas 

Revisão 

Bibliográfica 

Contém compostos 

bioativos que 

melhoram a qualidade 

nutricional e funcional 

dos alimentos 

Cid-Ortega; 

Guerrero-

Beltrán, 

2015 

Phytochemical 

screening, assessment 

of biological activity 

and nutritional value 

of Sudanese Hibiscus 

sabdariffa L. seeds 

Avaliar a 

composição 

fitoquímica, 

atividade biológica 

e valor nutricional 

das sementes de H. 

sabdariffa 

Extração 

convencional com 

etanol e metanol 

Sementes ricas em 

flavonoides, taninos e 

proteínas, com alta 

atividade antioxidante 

e antimicrobiana, 

indicando potencial 

para uso em alimentos 

funcionais 

Mohamed et 

al., 2024 

Hibiscus (Hibiscus 

sabdariffa L.) extracts 

freeze-dried and 

encapsulated by ionic 

gelation: an approach 

for yogurt application 

Aplicar extratos 

encapsulados de H. 

sabdariffa em 

iogurte avaliando 

estabilidade e 

propriedades 

antioxidantes 

Liofilização e 

microencapsulação 

por gelação iônica 

Encapsulação 

preservou as 

antocianinas durante 

armazenamento; 

iogurtes enriquecidos 

apresentaram maior 

atividade antioxidante 

e coloração estável 

Stella et al., 

2023 

Fonte: o autor (2026). 

  

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

extrato, em termos de teor de antocianinas e de fenólicos, é determinante para o desempenho 

tecnológico em aplicações industriais como encapsulação em iogurtes e incorporação em 

embalagens ativas. Isso reforça que a otimização da etapa extrativa, objeto desta dissertação, é 

condição prévia indispensável para qualquer uso aplicado do extrato de hibisco.  
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 Kourelatou et al. (2024) confirmam a superioridade da UAE frente à extração 

convencional e identificam a concentração de etanol e o tempo como os fatores mais influentes 

sobre o teor de polifenóis. 

 Ahmed et al. (2023) e Boukerche et al. (2023) aplicaram especificamente o 

delineamento Box-Behnken à UAE de cálices de H. sabdariffa, obtendo modelos com R² entre 

0,97 e 0,98. Ambos os estudos confirmam a robustez do Box-Behnken como ferramenta de 

otimização para esse sistema. 

 Por fim, Hoang et al. (2024) demonstram que antocianinas de H. sabdariffa 

devidamente processadas mantêm estabilidade e aceitação suficientes para aplicação em 

alimentos de consumo direto, possuindo potencial concreto para uso como ingrediente 

funcional em produtos alimentícios. 

 

 

 

 

 

 

  



24 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratórios do Centro de Tecnologia Agroalimentar 

(CTA), com auxílio do Complexo de Laboratórios Multiusuários (C-Labmu), da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa. Os métodos para as análises dos extratos de Hibiscus sabdariffa estão 

dispostos em forma de fluxograma na Figura 7. 

 

Figura 7 – Fluxograma de métodos e análises 

 
Fonte: o autor. 
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4.1 AMOSTRAS E REAGENTES 

 

 As amostras dos cálices 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 - Cálices de Hibiscus sabdariffa desidratados. 

 
Fonte: o autor. 

 

Após a aquisição, as amostras prosseguiram para o processo de separação manual dos 

cálices de outras partes da planta. As amostras então foram trituradas a partir da utilização 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 frações do hibisco, a fim de 

facilitar o processo de extração. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para a selagem 

em embalagem de polietileno a vácuo utilizando embaladora modelo JET 40 (JETVAC), sendo 

identificadas com data e nome e ficaram armazenadas em ambiente escuro e em temperatura 

ambiente (25 °C) até o momento das análises. 

Os reagentes utilizados foram de grau de pureza analítico. 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 soluções aquosas foram preparadas com água destilada. 
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4.2 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DE Hibiscus Sabdariffa  

 

 Para caracterização química dos cálices de Hibiscus sabdariffa foram realizadas as 

análises de umidade, cinzas, proteínas, lipídeos, conforme metodologia descrita pelo Instituto 

Adolfo Lutz (2008), carboidratos e fibra alimentar foram determinados por diferença. Foi 

realizada a análise de atividade de água no equipamento Aqualab Series 3 TE. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

4.3 EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS ASSISTIDA POR ULTRASSOM 

 

O processo de extração 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:água, 75:25) e então postas no equipamento em frequência 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 extração hidroalcoólica  assistida 

por ultrassom durante diferentes tempos de extração: 0, 5, 10 e 15 min a 30°C. 

 Após a extração no ultrassom, os extratos prosseguiram para uma incubadora shaker de 

piso (NT 740, NovaTecnica) por 10 minutos, mantendo a sua temperatura de extração pré-

definida, garantindo a agitação dos cálices no extrato. Então, os extratos foram centrifugados à 

1800 x g em uma centrífuga modelo Celm Combate (TECNAL), por 10 minutos em 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em papel Whatman nº 4 e então foi 

armazenado em freezer a - 18 °C (Pinela et al., 2019). 

O sistema de sonda foi utilizado para a extração por conta da alta intensidade 

ultrassônica fornecida em uma pequena superfície, amplamente utilizado para a sonificação de 

pequenos volumes de amostra, ao contrário do banho ultrassônico onde essa intensidade é 

dissipada. A sonda foi imersa diretamente no béquer entrando em contato com o solvente e a 

amostra (Pinela et al., 2019). 

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

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

 

4.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV-FEG) 

 

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

analisadas por meio de um microscópio eletrônico de emissão de campo (MEV-FEG) MIRA 3 
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(Tescan, República Tcheca). As amostras de hibisco foram pulverizadas sobre uma fita de 

carbono e metalizadas com ouro e paládio (150 s; 20 mA) a fim de promover uma superfície 

condutora de elétrons. No canhão de emissão de campo foi gerada uma tensão de corrente de 

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

 

4.5 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS OTIMIZADOS 

 

Para a otimização das condições de extração assistida por ultrassom dos compostos 

bioativos dos cálices de Hibiscus sabdariffa, foi utilizado um planejamento fatorial Box-

Behnken (1960), com três variáveis independentes e três níveis cada, totalizando 15 ensaios 

experimentais, sendo três repetições no ponto central. As variáveis independentes avaliadas 

foram a concentração 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 níveis -1, 0 e +1, conforme apresentado na 

Tabela 1. As variáveis dependentes, também denominadas respostas, foram o teor de compostos 

fenólicos 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 níveis 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 determinação 

(R²) e do R² ajustado, além da análise de variância (ANOVA), considerando significativos os 

efeitos com p < 0,05. A adequação do modelo também foi verificada por meio da análise da 

falta de ajuste (lack of fit), sendo desejável que esta não seja significativa (p > 0,05), indicando 

que o modelo é adequado para descrever os dados experimentais. 
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A partir dos resultados obtidos pelo planejamento Box-Behnken e pela função 

desejabilidade, foram determinadas as condições ótimas de extração para cada resposta, 

resultando em quatro extratos otimizados: de Compostos Fenólicos (HCF), de Flavonoides 

(HF), de Antocianinas (HA) e a combinação das condições que melhor representam a 

maximização de todos os compostos bioativos de interesse em uma única condição de extração 

(HG). A atividade antioxidante dos extratos otimizados, foi avaliada pelos métodos DPPH, 

ABTS e FRAP.  

 

4.5.1 Determinação de Compostos Fenólicos Totais (CFT) 

 

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico 

de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Swain e Hillis (1959), utilizando o ácido gálico como 

padrão de referência. Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL dos extratos, 1 mL de etanol 

95%, 5 mL de água destilada e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Após a homogeneização, 

a mistura ficou em repouso por 5 minutos, seguida da adição de 1 mL de carbonato de sódio 

5% e nova homogeneização. 

As soluções foram incubadas à temperatura ambiente e protegidas da luz por 1 hora. A 

absorbância foi medida a 725 nm em um espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu 1240.  Uma 

amostra em branco foi preparada nas mesmas condições, substituindo-se o extrato por etanol. 

A curva analítica foi construída no intervalo de concentrações de 10 a 100 µg/mL de ácido 

gálico, com os resultados expressos em microgramas de GAE (equivalente ao ácido gálico) por 

mililitro de extrato (µg GAE /mL). Os resultados foram calculados utilizando a equação da reta 

da curva analítica de ácido gálico, e a amostra em branco foi utilizada para zerar o 

espectrofotômetro. 

 

4.5.2 Determinação de flavonoides totais (FT) 

 

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método espectrofotométrico descrito 

por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), utilizando quercetina como padrão de referência. 

Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL dos extratos, 1,25 mL de água destilada e 0,075 

mL de nitrito de sódio 50 g/L. Após homogeneização, a mistura repousou por cinco minutos, 

seguida da adição de 0,15 mL de cloreto de alumínio 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 água 

destilada. As medidas de absorbância foram realizadas a 510 nm em um espectrofotômetro UV-

VIS Shimadzu 1240. Uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condições, sem a 

adição do extrato. Os resultados foram calculados usando a equação da reta da curva analítica 

com intervalo de 50 a 1000 microgramas de quercetina por mL de extrato (µg quercetina/mL). 

A amostra em branco foi utilizada para zerar o espectrofotômetro. 

 

4.5.3 Determinação de antocianinas totais (AT) 

 

As antocianinas totais foram determinadas pelo método de pH diferencial de acordo 

com Tavakolifar et al. (2016). Resumidamente, o tampão pH = 1 foi preparado usando KCl 0,2 

M e ácido clorídrico 0,2 N, e o tampão pH = 4,6 foi preparado com acetato de sódio 0,2 M e 

ácido acético 2,0 M. A cor dos pigmentos das antocianinas mudou com as mudanças de pH. A 

absorção das amostras foi medida por espectrofotômetro UV-VIS (Shimadzu 1240) em pH = 1 

e pH = 4,5. A diferença na absorção é proporcional ao teor de antocianinas. As antocianinas 

totais foram calculadas usando as Equações 1 e 2: 

 

Teor de Antocianinas (mg/g Cd) = 
A.PM.FD.30

 £ .L .1000
   (1) 

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

 

Onde: 

FD = Fator de diluição do extrato; 

Cd= Cálice desidratado 

L = Comprimento da cubeta (cm);  

£ = Coeficiente de absorção de Cianidina - 3 - glicosídeo (26900 L / mol.cm); 

PM = Peso molecular Cianidina - 3 - glicosídeo (449,2 g / mol); 

A = absorbância. 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

4.6.1 Avaliação da atividade antioxidante pela inibição do radical livre (DPPH) 

 

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

utilizando o método descrito por Brand-Williams et al. (1995), com modificações. Em tubos de 
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ensaio, foram adicionados 150 µL de cada extrato otimizado e 2.850 µL da solução de DPPH 

na concentração de 1 mM. As soluções foram incubadas no escuro e à temperatura ambiente 

por 24 horas. A leitura das absorbâncias das amostras foi realizada em um espectrofotômetro 

UV-VIS Shimadzu 1240 a um comprimento de onda de 515 nm, sendo os resultados 

comparados com a curva de calibração de Trolox (TE) no intervalo de 2,5 a 100 µM  e os 

resultados foram expressos pela equação da reta da curva analítica de Trolox. 

 

4.6.2 Avaliação da atividade antioxidante através do método de redução do ferro (FRAP) 

 

A avaliação da atividade antioxidante pela capacidade de redução do ferro (FRAP - 

Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996), com 

algumas modificações. Foram preparadas soluções de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a 

0,08 mM em 0,05 mol/L HCl, cloreto férrico (3 mM FeCl₃ em 5 mM C₆H₈O₇), e Trolox a 1 

mM. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 µL dos extratos otimizados, 100 µL da solução 

de cloreto férrico 3 mM e 1.800 µL da solução de TPTZ 1 mM. 

As amostras foram mantidas em banho-maria a 37 ºC por 30 minutos e, em seguida, 

incubadas à temperatura ambiente e protegidas da luz por 10 minutos. Uma amostra em branco 

foi preparada nas mesmas condições de análise, contendo apenas cloreto férrico 3 mM e a 

solução de TPTZ. A leitura das absorbâncias das amostras foi realizada a 595 nm em um 

espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu 1240. A curva analítica foi construída no intervalo de 

concentrações de 100 a 500 µM de Trolox, e os resultados foram expressos pela equação da 

reta da curva analítica de Trolox. 

 

4.6.3 Avaliação da atividade antioxidante pela inibição do radical livre (ABTS) 

 

A análise de captura do radical ABTS (2,2′-azino-di-(3-etilbenzotiazolina ácido 

sulfônico)) foi realizada conforme o método proposto por Re et al. (1999), com modificações. 

Primeiramente, foram preparadas soluções estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potássio 

140 mM. A solução do radical ABTS foi obtida pela mistura de 5 mL de ABTS 7 mM com 88 

µL de persulfato de potássio 140 mM, incubada no escuro a 25 °C por 16 horas. 

Após a incubação, 1 mL dessa solução foi diluído em etanol até alcançar uma 

absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm (UV-VIS Shimadzu 1240). Em ambiente escuro, foram 

adicionados 30 μL de cada diluição dos extratos otimizados a tubos de ensaio contendo 3,0 mL 

da solução de ABTS, e a mistura foi homogeneizada em um agitador de tubos. A absorbância 
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foi medida a 734 nm, após 6 minutos de reação, usando etanol como branco, e comparada com 

a curva de calibração de Trolox (TE) de intervalo de 50 a 200 µM. Os resultados foram 

expressos pela equação da reta da curva analítica 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 adaptações. O extrato 

otimizado HG foi diluído com água deionizada para obtenção de uma absorbância próxima a 

1.00 (ʎmáx = 525 nm) e acondicionado em uma cuba extratora (25 °C), protegido da luz e sob 

constante agitação. 

Alíquotas de NaOH (5 mol/L) foram adicionadas ao HG diluído e o pH monitorado com 

pHmetro. Amostras do extrato em diferentes valores de pH foram retiradas para posterior 

análise. Após atingir o pH final (13), a titulação reversa foi realizada com alíquotas de ácido 

clorídrico (HCl 1,0 mol/L) até atingir o pH inicial da solução. 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 et al. (2020). O HG diluído (1:1 v/v) em 

solução tampão com citrato de sódio e ácido cítrico 0,05 mol/L (pH 3,6) foi distribuído em 

tubos de ensaios devidamente lacrados e expostos à luz direta a um conjunto de seis lâmpadas 

fluorescentes brancas (20 W), acondicionados em uma câmara 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 absorbância máxima e os perfis espectrais foram obtidos em intervalos de 12 h, 

durante 4 dias (96 h). A avaliação da estabilidade foi realizada através da absorbância obtida 

no comprimento de onda máximo, proporção de pigmentos amarelos (PA), vermelhos (PV) e 

azuis (PZ), calculados conforme as Equações 3, 4 e 5, respectivamente: 
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% 𝑃𝐴 = ( 
𝐴𝑏𝑠  420 𝑛𝑚

𝐴𝑏𝑠 420 𝑛𝑚  + 𝐴𝑏𝑠 520 𝑛𝑚 + 𝐴𝑏𝑠 620 𝑛𝑚 
 ) 𝑥 100          (3) 

 

% 𝑃𝑉 = (
𝐴𝑏𝑠  520 𝑛𝑚

𝐴𝑏𝑠 420 𝑛𝑚  + 𝐴𝑏𝑠 520 𝑛𝑚 + 𝐴𝑏𝑠 620 𝑛𝑚
 ) 𝑥 100  (4) 

 

 % 𝑃𝑍 = (
𝐴𝑏𝑠  620 𝑛𝑚

𝐴𝑏𝑠 420 𝑛𝑚  + 𝐴𝑏𝑠 520 𝑛𝑚 + 𝐴𝑏𝑠 620 𝑛𝑚
 ) 𝑥 100  (5) 

 

A partir das absorbâncias obtidas no comprimento de onda, a porcentagem de retenção 

de cor (%R), constante de velocidade de degradação das antocianinas (k) e tempo de meia-vida 

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

 

%𝑅 =  
𝐴𝑡

 𝐴0
 𝑥 100  (6) 

 

ln 
𝐴𝑡

 𝐴0
 = −𝑘 𝑥 𝑡   (7) 

 

𝑡1/2 = 
𝑙𝑛 2

 𝑘
  (8) 

 

Onde: 

At = absorbância no tempo t;  

A0 = absorbância 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 modificações. Para 

obtenção da absorbância próxima a 1.00 (λmáx = 525 nm), o HG foi diluído em solução tampão 

com citrato de sódio e ácido cítrico 0,05 mol/L (pH 3,6) e foi distribuído 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 período de 8 h. A partir das absorbâncias obtidas no comprimento de onda de 

525 nm, a porcentagem de retenção de cor (%R), constante de velocidade de degradação das 
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antocianinas (k) e tempo de meia-vida (t1/2) foram calculados com as equações 6, 7 e 8, 

respectivamente.  

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. As diferenças significativas 

foram avaliadas ao nível de 95% de intervalo de confiança por ANOVA, seguido do teste de 

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

 

5.1 PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 

 

Ao realizar o pré-tratamento das amostras, que consistiu no processo de separação dos 

cálices 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 chás de plantas, como por exemplo: pedaços de 

galhos, fragmentos de pedras e outras partes não originárias do hibisco. 

A presença desses materiais é comumente associada a práticas 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 ausência de etapas 

eficientes de seleção e limpeza favorece a incorporação e permanência de contaminantes físicos 

(Şentürk et al., 2025). 

 

5.2 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DE Hibiscus sabdariffa 

 

 Após a separação, trituração e o peneiramento, realizou-se a análise centesimal dos 

cálices de Hibiscus sabdariffa, conforme apresentado na Tabela 2. O baixo teor de umidade 

(12,39 g/ 100g) associado à reduzida atividade de água (Aw = 0,539 ± 0,001) constitui o 

principal fator limitante para a proliferação de microrganismos, uma vez que valores de Aw 

inferiores a 0,60 limitam de forma significativa o desenvolvimento da maioria dos 

microrganismos deteriorantes e patogênicos (Prada-Ramírez et al., 2024).  

 

Tabela 2 – Composição dos cálices de Hibiscus sabdariffa 

Parâmetros Teores (g/100g cd) 

Umidade 12,39 ± 0,11 

Cinzas 11,11 ± 0,11 

Proteínas 7,95 ± 0,18 

Lipídios 0,87 ± 0,06 

Carboidratos e Fibras Alimentares 80,07 

Atividade de água 0,539 ± 0,001 * 

Nota: Valores médios seguidos do desvio padrão; (* adimensional); cd: cálice desidratado. 
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Considerando que as amostras são de origem comercial, tais parâmetros assumem 

especial relevância, uma vez que estão diretamente relacionados à estabilidade microbiológica 

e à manutenção da qualidade do produto durante longos períodos de armazenamento. 

Adicionalmente, estudos recentes demonstram que produtos vegetais comercializados, como 

chás e infusões, podem apresentar diferentes níveis de contaminantes provenientes da cadeia 

produtiva, reforçando a importância do controle de qualidade e das condições de 

armazenamento para garantir a segurança do produto (Kaczyński et al., 2024).  

Valores de aproximadamente 0,87 g/100 g de lipídeos em cálices de Hibiscus sabdariffa 

são considerados baixos, porém compatíveis com a composição química natural dessa matriz 

vegetal. Estudos de composição centesimal demonstram que os cálices de hibisco apresentam 

reduzido conteúdo lipídico, geralmente inferior a 2%, devido à sua função fisiológica não 

oleaginosa (Balabare, 2021; Salami; Afolayan, 2021; Akther et al., 2023).  

Os métodos de secagem normalmente não exercem influência significativa sobre o teor 

total de lipídeos dos cálices, especialmente porque a quantidade lipídica inicial já é 

naturalmente baixa. Em processos convencionais de secagem, os principais compostos afetados 

tendem a ser antocianinas, compostos fenólicos e vitamina C, e não os lipídios 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) reforça 

que o principal interesse tecnológico do cálice está associado aos compostos bioativos, 

especialmente as antocianinas. 

 Os carboidratos e fibras alimentares encontrados (80,07 g/100 g) são os maiores 

constituintes presentes nos cálices desidratados, e assim como Kokare et al. (2025), esses 

parâmetros juntos somam mais de 80% da constituição físico-química da planta, englobando 

açúcares, amido residual e, principalmente, polissacarídeos estruturais, como celulose, 

hemiceluloses e pectinas. A elevada participação dessa fração está diretamente relacionada à 

constituição da parede celular vegetal. 

 

5.3 EFEITO PRÉVIO DO ULTRASSOM NA EXTRAÇÃO DE ANTOCIANINAS 

 

Na Tabela 3, observa-se que a aplicação de ultrassom influenciou diretamente o 

rendimento de extração das antocianinas, sendo um dos principais focos de estudo. A amostra 

HS00 (sem tratamento ultrassônico) 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 relação ao controle (sem tratamento ultrassônico); 

o aumento está associado ao efeito cavitacional do ultrassom, que promove a ruptura da parede 

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

 

Tabela 3 – Total de antocianinas nos cálices de Hibiscus sabdariffa pós-extração. 

Amostra Antocianinas Totais (mg ECG/g cd) 

HS00 1,64 ± 0,01 c 

HS05 2,22 ± 0,24 ab 

HS10 2,52 ± 0,08 a 

HS15 1,89 ± 0,02 bc 

Nota: cd: cálice 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 

padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa. (Fischer LSD p < 0,05). 
 

Por outro lado, a redução observada em 15 minutos de extração com ultrassom (HS15) 

(1,89 ± 0,02 mg/g cd) pode ser atribuída à degradação física das antocianinas, devido à 

exposição excessiva ao tratamento com ultrassom, efeito também relatado por Sun et al. (2017). 

Pinela et al. (2019) destacam que tempos prolongados ou potências elevadas aumentam a 

temperatura local, destacam que tempos prolongados ou potências elevadas aumentam a 

temperatura local, o que pode degradar compostos sensíveis reduzindo o seu teor. 

Os tempos de sonicação avaliados (0, 5, 10 e 15 minutos) foram selecionados com base 

no comportamento cinético característico da extração assistida por ultrassom, no qual o 

rendimento de compostos bioativos tende a aumentar progressivamente até atingir um ponto 

máximo, declinando a partir de então em função da cavitação provocada. A inclusão do 

tratamento de 15 minutos no delineamento, portanto, foi utilizada para mapear a faixa de 5 a 15 

minutos como intervalo do planejamento Box-Behnken e garantiu a demonstração da queda 

pós-máximo, confirmando que o tempo ótimo de extração foi efetivamente alcançado e não 

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

 

5.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV-FEG) 

 

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

antes das extrações e da drusa de oxalato de cálcio, proveniente do metabolismo da planta, estão 
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ilustradas nas Figuras 9a e 9b, respectivamente. Uma micrografia similar ao cálice sem extração 

(NHS) foi encontrada por Juhari, Martens e Petersen (2021), evidenciando que o tipo de 

secagem pode afetar a estrutura da planta, podendo facilitar a extração de compostos. 

As drusas são compostas por oxalato de cálcio (CaOx), formadas a partir de múltiplos 

cristais que se espalham a partir de um núcleo central. Do ponto de vista funcional, pesquisas 

recentes elucidaram o papel fisiológico diversificado das drusas, destacando sua função na 

regulação do cálcio tecidual, na defesa contra herbivoria e nas potenciais contribuições para o 

sequestro de carbono e a ciclagem de nutrientes dos vegetais (Ensikat et al., 2025; He et al., 

2024).  

 

Figura 9 – Cálices nativos de Hibiscus sabdariffa (NHS) (a) e Drusa de oxalato de cálcio (b) 

  
Nota: a: Ampliação de 450x; b: Ampliação de 8150x 

Fonte: o autor (2026). 

 

A presença de drusas nos tecidos vegetais pode exercer influência sobre os rendimentos 

obtidos, sobretudo em processos assistidos por ultrassom. Os cristais de oxalato de cálcio, ao 

serem fragmentados pela cavitação acústica, liberam íons Ca²⁺ no meio extrativo, o que pode 

promover a quelação ou coprecipitação de compostos fenólicos e flavonoides, reduzindo 

parcialmente sua disponibilidade na fase líquida (Nazir et al., 2025; Volk et al., 2002). 

As micrografias pós-tratamentos (HS00; HS05; HS10 e HS15) ilustradas na Figura 10, 

10a, 10b, 10c e 10d, respectivamente, evidenciam efeito de cavitação nas paredes celulares do 

vegetal, o que acabou ocasionando uma deterioração que se acentuou conforme o tempo de 

tratamento aumentava. 

 

 

a b 
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Figura 10 - Cálices de hibisco extração pós-extração assistida por ultrassom em diferentes 

tempos 

  
 

 

 

 
Nota: Ampliação 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 cálice in natura (Figura 9a) e nos tempos iniciais de extração (Figura 

10a e 10b) a presença de partículas arredondadas, de superfície lisa e sem aspecto celular, 

diferentes da drusa de oxalato de cálcio. Tais partículas apresentam morfologia típica de 

material amorfo orgânico, sendo compatíveis com aglomerados de substâncias extraídas juntas 

do cálice, possivelmente associados a ceras e lipídeos (Victório et al., 2025). 

A falta dessas partículas em tempos mais longos de extração pode ser devida a sua 

dispersão e/ou solubilização no extrato ao longo do processo. Na Figura 10b, é possível verificar 

a b 

c d 
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o início do desaparecimento desses compostos, pois a sua superfície começa a apresentar sinais 

de deterioração (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 partículas com superfícies 

íntegras, enquanto HS05 e HS10 mostram fragmentação acentuada e maior porosidade, 

características que favorecem a extração de compostos bioativos (Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 

2011; Martínez-Zamora et al., 2024).  

 Na Figura 10d, observam-se colapso estrutural e aglomeração de partículas, 

possivelmente aprisionando parte das antocianinas ou degradando as suas estruturas, o que 

explica o menor rendimento final. Resultados semelhantes foram observados por Sanou 

et al. (2023) ao aplicar ultrassom em hibisco, e por Pinela et al. (2019) na otimização da 

extração de antocianinas por metodologia de superfície de resposta. 

Nas Figuras 10a e 10c, observam-se cavidades alongadas correspondentes aos lúmens 

celulares, ou seja, vestígios de células vegetais resultantes do extravasamento do conteúdo 

celular e da preservação predominante das paredes celulares após a extração dos compostos 

bioativos e do preparo da amostra para microscopia eletrônica de varredura. Esses lúmens 

evidenciam o efeito do ultrassom sobre a matriz vegetal, indicando que houve uma maior 

exposição do conteúdo intracelular (Kumar, Srivastav e Sharanagat, 2021; Xue e Li, 2023). 

 

5.5 DETERMINAÇÃO DOS EXTRATOS OTIMIZADOS DE HIBISCO OTIMIZAÇÃO 

DA EXTRAÇÃO HIDROALCOÓLICA DE HIBISCO 

 

Após o planejamento experimental e a extração assistida por ultrassom em cada um dos 

fatores independentes, foram realizadas as análises 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 fenólicos tiveram 

uma ampla faixa de variação (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 condição próxima do ótimo experimental.  

O parâmetro de tempo de ultrassom  diretamente a solubilização e a difusão dos compostos no 

meio, devido à intensificação do efeito de cavitação gerado, promovendo a ruptura celular e 

consequente aumento da liberação de metabólitos secundários (Mushtaq et al., 2025; Kumar et 

al., 2020).  

 



40 

 

Tabela 4 – Quantificação de Compostos Fenólicos, Flavonoides e Antocianinas de extratos de 

cálices de Hibiscus sabdariffa de acordo com o planejamento experimental Box Behnken. 

Ensaios 
Variáveis 

(X1 : X2 : X3) 

Compostos Fenólicos 

(mg EAG/g cd) 

Flavonoides 

(mg EAG/g cd) 

Antocianinas 

(mg ECG/g cd) 

1 25: 30: 10 16,174 ± 0,401 efg 2,969 ± 0,049 fgh 4,236 ± 0,107 ab 

2 75: 30: 10 14,785 ± 0,191 i 2,900 ± 0,251 fgh 2,689 ± 0,152 d 

3 25: 60: 10 17,463 ± 0,201 d 3,150 ± 0,347 efg 4,153 ± 0,201 ab 

4 75: 60: 10 15,568 ± 0,201 fghi 3,042 ± 0,034 efgh 2,809 ± 0,088 d 

5 25: 45: 05 16,578 ± 0,088 def 2,932 ± 0,110 fgh 4,232 ± 0,184 ab 

6 75: 45: 05 14,936 ± 0,444 hi 2,740 ± 0,078 h 2,641 ± 0,028 d 

7 25: 45: 15 15,997 ± 1,035 efgh 3,229 ± 0,109 def 4,067 ± 0,192 b 

8 75: 45: 15 15,062 ± 0,463 ghi 2,838 ± 0,121 gh 2,682 ± 0,046 d 

9 50: 30: 05 16,856 ± 0,422 de 3,346 ± 0,074 de 3,692 ± 0,020 c 

10 50: 60: 05 19,509 ± 0,152 b 3,822 ± 0,065 ab 3,744 ± 0,078 c 

11 50: 30: 15 19,206 ± 0,152 bc 3,484 ± 0,028 cd 3,536 ± 0,032 c 

12 50: 60: 15 21,000 ± 2,125 a 4,133 ± 0,232 a 4,341 ± 0,178 a 

13 50: 45: 10 18,650 ± 0,232 c 4,046 ± 0,098 bc 3,839 ± 0,092 b 

14 50: 45: 10 18,827 ± 0,497 c 3,436 ± 0,142 bc 4,197 ± 0,092 b 

15 50: 45: 10 18,145 ± 0,461 c 3,713 ± 0,191 bc 4,137 ± 0,054 b 

Nota: EAG: Equivalente Ácido Gálico; ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosídeo; cd: cálice desidratado; X1: %; 

X2: Temperatura (°C); X3: Tempo de ultrassom (min); Valores médios seguidos do desvio padrão. Letras 

minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa. (Fischer LSD p < 0,5).  

Fonte: o autor (2026). 

  

 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 condição próxima do ótimo 

experimental, o que é consistente com a literatura, onde extrações assistidas por ultrassom 

frequentemente resultam em maiores rendimentos quando comparadas a métodos 

convencionais, devido ao aumento da área de contato sólido-líquido e à redução da resistência 

à transferência de massa (Pinela et al., 2019). 

 Paraíso et al. (2019), que utilizaram o mesmo planejamento experimental com variáveis 

de tempo de sonificação, concentração de solvente e temperatura, reforçam que a concentração 

do solvente exerce papel central na eficiência de extração dos compostos bioativos. Algo que 

corrobora os dados encontrados demonstrados na Tabela 5. Nela pode-se notar que a 

composição do solvente (variável X1) foi significativa para todas as respostas, demonstrando 
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que a composição do solvente é um dos principais fatores para a extração ultrassônica 

(Villalobos-Vega et al., 2023). 

 

Tabela 5 - Coeficientes de regressão significativos dos modelos ajustados para as variáveis 

dependentes. 

Variável 

dependente 
Fatores 

Coef. de 

regressão 

Erro 

padrão 
t-valor 

p-

valor 

−95% de 

confiança 

+95% de 

confiança 

CFT (mg 

EAG/g cd) 

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

X1 (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 

X2 (L) 0,815 0,139 5,870 <0,001 0,532 1,098 

X2 (Q) −0,239 0,102 −2,339 0,026 −0,447 −0,031 

X3 (L) 0,423 0,139 3,049 0,005 0,141 0,706 

R² ajustado 0,8247      

p lack-of-fit 0,0063      

FT (mg 

EAG/mL) 

Constante 3,215 0,035 92,859 <0,001 3,145 3,285 

X1 (L) −0,095 0,042 −2,241 0,031 −0,181 −0,009 

X1 (Q) 0,369 0,031 11,838 <0,001 0,306 0,433 

X2 (L) 0,181 0,042 4,270 <0,001 0,095 0,267 

X3 (L) 0,105 0,042 2,486 0,017 0,020 0,191 

R² ajustado 0,7897      

p lack-of-fit 0,2150      

AT 

(mg 

ECG/mL) 

Constante 3,568 0,024 150,148 <0,001 3,520 3,617 

X1 (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 

X2 (L) 0,112 0,029 3,834 <0,001 0,052 0,171 

X3 (Q) 0,074 0,021 3,451 0,002 0,030 0,118 

X2× X3 0,188 0,041 4,574 <0,001 0,104 0,272 

R² ajustado 0,927      

p lack-of-fit 0,0203      

Nota: CFT: compostos fenólicos totais; FT: flavonoides totais; AT: antocianinas totais; X1: solvente (%v/v); X2: 

temperatura (°C); X3: tempo de ultrassom (min); L = efeito linear; Q = efeito quadrático; EAG: Equivalente 

ácido gálico; ECG: Equivalente Cianidina-3-Glicosídeo; cd: cálice desidratado. Apenas os coeficientes com p < 

0,05 foram incluídos. 

 

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

coeficientes de determinação satisfatórios, com R² 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 

variação dos dados experimentais dentro da faixa estudada. O modelo ajustado para os 

flavonoides totais não 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 fenólicos totais e as antocianinas totais, os modelos apresentaram 

falta de ajuste significativa (p <0,05), o que indica que podem existir componentes da variação 

não totalmente encontrados pelo modelo utilizado. Contudo, considerando que os coeficientes 

de determinação ajustados foram satisfatórios e que os modelos apresentaram efeitos altamente 

significativos e coerentes, eles foram mantidos para fins de otimização das condições de 

extração, conforme adotado em estudos similares que utilizaram o mesmo planejamento 

(Paraíso et al., 2019; Kourelatou et al., 2024). 

Para os compostos fenólicos totais, a variável de maior impacto sobre a resposta foi a 

concentração de etanol (X₁), cujo efeito quadrático apresentou o maior t-valor entre todos os 

termos do modelo (t = 14,788; p < 0,001), indicando que essa variável foi determinante para o 

teor de CFT extraído. O efeito quadrático positivo de X₁ (coef. = 1,511) evidencia uma 

curvatura acentuada na superfície de resposta, existindo um ponto de máximo em concentrações 

intermediárias de etanol, conforme visualizado na Figura 11. O efeito linear de X₁ foi negativo 

(coef. = −0,733), indicando que concentrações alcoólicas acima do ponto ótimo reduzem o teor 

de CFT, o que pode ser atribuído à diminuição da polaridade do solvente em altas concentrações 

de etanol, prejudicando a solubilização dos compostos fenólicos de caráter mais polar (Cheaib 

et al., 2018; Xiang et al., 2024). 

Resultado semelhante foi observado por Paraíso et al. (2019), que ao otimizar a extração 

assistida por ultrassom de Hibiscus sabdariffa utilizando o planejamento Box-Behnken, 

verificaram que concentrações intermediárias de etanol resultaram nos maiores teores de 

compostos fenólicos totais. Adicionalmente, Inthachat et al. (2023) reportaram comportamento 

parecido ao otimizar a extração de compostos fenólicos de Citrus maxima, identificando 50% 

de etanol como concentração ótima para a maximização do teor de compostos fenólicos totais, 

confirmando a existência de um ponto de máximo em concentrações intermediárias de solvente 

alcoólico. 

 

 

 



43 

 

Figura 11 - Superfície de resposta e gráfico de contorno para o efeito da proporção etanol:água 

e da temperatura sobre o teor de CFT. 
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Fonte: o autor (2026). 

 

O efeito linear de X₂ (temperatura) foi positivo e significativo (coef. = 0,815; p < 0,001), 

demonstrando que temperaturas mais elevadas favorecem a extração de CFT, possivelmente 

pela maior solubilidade dos compostos e pela maior eficiência de transferência de massa 

proporcionada pelo ultrassom (Shen et al., 2023; Cheaib et al., 2018). O efeito quadrático de 

X₂ foi negativo e significativo (coef. = −0,239; p = 0,026), indicando que temperaturas muito 

altas podem levar à degradação térmica de alguns compostos fenólicos, confirmando a 

existência de um ponto ótimo de temperatura dentro da faixa estudada. O efeito linear do tempo 

de ultrassom (X₃) também foi positivo e significativo (coef. = 0,423; p = 0,005), colaborando 

com o fato de que tempos mais prolongados de sonificação favorecem a ruptura celular e a 

liberação dos compostos presentes na matriz vegetal dos cálices de Hibiscus sabdariffa 

(Siddiqui et al., 2023; Elgudayem et al., 2023). 

Para os flavonoides totais, a concentração de etanol (X₁) também foi a variável de maior 

impacto, com o efeito quadrático apresentando o maior t-valor do modelo (t = 11,838; p < 

0,001), evidenciando novamente uma curvatura acentuada na resposta com um ponto de 

máximo em concentrações intermediárias de etanol, conforme demonstrado na Figura 12. O 
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efeito linear de X₁ foi negativo (coef. = −0,095), indicando que concentrações elevadas de 

etanol tendem a reduzir o teor de flavonoides extraídos, ainda que de forma menos expressiva 

do que observado para o CFT. Esse comportamento está de acordo com o reportado por 

Inthachat et al. (2023) e Cheaib et al. (2018), que verificaram que concentrações alcoólicas 

acima do ponto ótimo diminuem a extração de flavonoides por reduzir a polaridade do solvente, 

diminuindo a solubilidade de compostos polares. 

 

Figura 12 - Superfície de resposta e gráfico de contorno para o efeito da concentração de etanol 

(X₁) e da temperatura (X₂) sobre FT 
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Fonte: o autor (2026). 

 

O efeito linear de X₂ foi positivo e significativo (coef. = 0,181; p < 0,001), confirmando 

que temperaturas mais elevadas favorecem a extração de flavonoides dos cálices de hibisco, 

possivelmente pela maior mobilidade molecular e maior eficiência de transferência de massa 

em temperaturas próximas a 60 °C (Shen et al., 2023; Siddiqui et al., 2023). O efeito linear de 

X₃ foi positivo e significativo (coef. = 0,105; p = 0,017), indicando que o aumento do tempo de 

sonificação 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 sonificação exerce influência positiva 

sobre a extração de compostos fenólicos e flavonoides em diferentes matrizes vegetais. 

O modelo ajustado para as AT apresentou o melhor ajuste entre as três respostas, com 

R² ajustado de 0,9270, e a concentração de etanol (X₁) foi novamente a variável 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 X₁ foi fortemente negativo (coef. = −0,733), 

indicando que o aumento da concentração de etanol exerce um efeito negativo pronunciado 

sobre o teor de AT, conforme visualizado na Figura 13.  

Esse comportamento está diretamente relacionado à natureza polar das antocianinas, 

que possuem maior afinidade por solventes aquosos ou com baixa concentração alcoólica, 

sendo a presença de água no sistema essencial para potencializar a sua extração (Nhon et al., 

2022; Bakar et al., 2023). 

 

Figura 13 – Superfície de resposta e gráfico de contorno para o efeito da concentração de 

etanol (X₁) e da temperatura (X₂) sobre AT. 
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Fonte: o autor (2026). 

 

Resultado semelhante foi reportado por Paraíso et al. (2019), que ao otimizar a EAU de 

Hibiscus sabdariffa verificaram que a condição de 25% de etanol resultou nos maiores teores 

de antocianinas, confirmando que concentrações alcoólicas mais baixas favorecem a extração 
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desse grupo de compostos. Ainda, Xiang et al. (2024) verificaram que o teor de antocianinas 

totais atingiu seu valor máximo em baixas concentrações de etanol, de acordo com o efeito 

negativo observado para a variável X₁ no presente estudo. 

O efeito quadrático de X₁ foi positivo (coef. = 0,252; p < 0,001), indicando a presença 

de curvatura na resposta, com a existência de um ponto de mínimo em concentrações 

intermediárias de etanol. O efeito linear de X₂ foi positivo e significativo (coef. = 0,112; p < 

0,001), confirmando que temperaturas mais elevadas favorecem a extração de antocianinas dos 

cálices de Hibiscus sabdariffa (Siddiqui et al., 2023; Shen et al., 2023). 

O efeito quadrático de X₃ foi positivo e significativo (coef. = 0,074; p = 0,002), 

indicando que tempos de sonificação mais prolongados, dentro da faixa estudada, contribuem 

positivamente para a extração de antocianinas. A interação entre X₂ e X₃ foi positiva e altamente 

significativa (coef. = 0,188; p < 0,001), indicando que o efeito do tempo de ultrassom sobre a 

extração de antocianinas é potencializado em temperaturas mais elevadas, atuando de forma 

sinérgica na maximização da quantidade extraída, conforme demonstrado na Figura 14.  

Esse comportamento sinérgico entre temperatura e tempo de sonificação foi igualmente 

reportado por Shen et al. (2023) e Nhon et al. (2022), que relataram que o ultrassom combina 

simultaneamente o efeito térmico, mecânico e de cavitação, sendo a sua eficiência 

potencializada pela combinação de temperatura e tempo adequados. 

De forma geral, a concentração de etanol (X₁) foi a variável independente de maior 

impacto sobre as três respostas avaliadas, em concordância com o reportado por Cheaib et al. 

(2018), Paraíso et al. (2019) e Villalobos-Vega et al. (2023), que identificaram a concentração 

do solvente como o fator determinante para a extração de compostos bioativos em diferentes 

matrizes vegetais. Esses resultados reforçam a importância da escolha adequada da 

concentração de solvente na extração assistida por ultrassom de compostos bioativos de 

matrizes vegetais (Elgudayem et al., 2023; Inthachat et al., 2023). 
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Figura 14 – Superfície de resposta e gráfico de contorno para o efeito da temperatura (X₂) e 

do tempo de ultrassom (X₃) sobre AT 
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Fonte: o autor (2026). 

 

Os valores preditos, experimentais e os intervalos de confiança obtidos para cada 

resposta, bem como para a desejabilidade global (CFT, FT e AT simultaneamente), são 

apresentados nas Tabelas 6 e 7, permitindo avaliar a precisão do modelo e a eficiência das 

condições otimizadas. 

 

Tabela 6 - Comparação entre valores preditos e experimentais nos extratos otimizados de 

compostos fenólicos (HCF), flavonoides (HF) e antocianinas (HA) de Hibiscus sabdariffa 

considerando as respostas individuais 
Variável 

dependente 

Valores 

preditos 
IC – 95% IC + 95% 

Valores 

experimentais 

Erro Relativo 

(%) 

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) 4,38 4,25 4,51 4,46 ± 0,14 1,79 

Nota: Resultados experimentais individuais expressos em média ± desvio padrão; FT: flavonoides totais; CFT: 

compostos fenólicos totais; AT: antocianinas totais; cd: cálice desidratado; EAG: Equivalente Ácido Gálico; 

ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosídeo; IC: intervalo de confiança. 

Fonte: o autor (2026). 
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Tabela 7 - Comparação entre valores preditos e experimentais no extrato otimizado 

combinado (HG) de Hibiscus sabdariffa considerando as respostas globais 

Variável dependente 
Valores 

preditos 
IC – 95% IC + 95% 

Valores 

experimentais 

Erro Relativo 

(%) 

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 padrão. FT: flavonoides totais; CFT: 

compostos fenólicos totais; AT: antocianinas totais; cd: cálice desidratado; EAG: Equivalente Ácido Gálico; 

ECG: Equivalente Cianidina-3-glicosídeo; IC: intervalo de confiança. 

Fonte: o autor (2026). 

 

A otimização das condições de extração foi realizada por meio da função de 

desejabilidade, mostrando a distribuição dos principais grupos de compostos bioativos em 

extratos de Hibiscus sabdariffa obtidos por diferentes condições otimizadas de extração 

assistida por ultrassom. As condições ótimas são mostradas na Tabela 8.    

 

Tabela 8 – Condições ótimas para extração 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 fenólicos; 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 condições 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 condições 

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 condições de 

34,17% de etanol, 60 °C e 13,3 minutos de ultrassom. A temperatura de 60 °C foi a condição 

ótima para as três respostas individuais, corroborando os efeitos positivos da temperatura sobre 

a extração de compostos bioativos por ultrassom observados nos coeficientes de regressão dos 

modelos (Shen et al., 2023; Siddiqui et al., 2023).  

Considerando as três respostas simultaneamente, a função de desejabilidade global 

resultou em 0,7455, com condições ótimas de extração 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 é esperado, uma vez que a função 

desejabilidade global busca um equilíbrio entre todas as respostas, não priorizando nenhuma 

delas de forma isolada (Kourelatou et al., 2024; Paraíso et al., 2019; Villalobos-Vega et al., 

2023). 

O extrato HCF apresentou teor de compostos fenólicos 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 fenólicos, eles podem ser inferiores aos reportados em 

alguns estudos.  Uma faixa de 24,32 à 28,40 (mg EAG/g cd) de CFT foi observada em extratos 

de cálices de hibisco obtidos por diferentes métodos de extração, comprovando que variações 

metodológicas podem influenciar significativamente a quantificação desses compostos (Cira-

Chavez et al., 2025; Yagi et al., 2023). 

 Além disso, a literatura demonstra que parâmetros de extração exercem forte influência 

sobre o rendimento de compostos fenólicos. Em estudos que realizaram otimização de extração, 

os valores de fenólicos totais podem variar amplamente, evidenciando que condições 

experimentais mais intensas ou solventes de maior polaridade podem aumentar a recuperação 

desses compostos (Sanou et al., 2023; Villalobos-Vega et al., 2023). 

 Esse comportamento indica que a condição combinada de extração (HG) foi capaz de 

manter a eficiência de recuperação dos fenólicos totais, mesmo quando o processo não foi 

direcionado exclusivamente para essa classe de compostos. Esse resultado é tecnicamente 

relevante, pois demonstra a possibilidade de obtenção de um extrato mais amplo, com elevado 

conteúdo fenólico, sem perdas significativas em relação à condição específica de maximização 

(HCF) (Sanou et al., 2023; Larasati et al., 2023). 

 Essa observação está de acordo com estudos que enfatizam que técnicas otimizadas, 

como extração assistida por energia (ultrassom e micro-ondas) ou métodos verdes (enzimáticos 

ou por solventes eutéticos profundos), podem maximizar a recuperação de fenólicos totais em 

diversas matrizes vegetais, incluindo cálices de hibisco, com obtenção de perfis ricos em 

moléculas bioativas quando as variáveis de processo são 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 condição HF seja mais específica para a extração de 
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flavonoides, a condição combinada também se mostra eficiente, mantendo rendimento 

equivalente dentro do nível de significância 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 diferença estatística significativa (p>0,05). Esse resultado 

evidencia que a estratégia de extração simultânea não compromete a recuperação das 

antocianinas, compostos reconhecidamente sensíveis às condições de processo, como 

temperatura, tempo e intensidade de ultrassom (Kaufmann et al., 2025).  

 De modo geral, os resultados demonstram que a condição HG possibilita a obtenção de 

um extrato com elevado conteúdo de fenólicos totais, flavonoides e antocianinas, com 

rendimentos equivalentes àqueles obtidos nas condições individuais de otimização. Esse 

comportamento é importante, pois reduz a necessidade de múltiplos processos de extração, o 

que implica menor consumo de solvente, menor tempo de processamento e maior viabilidade 

de aplicação em escala (Paraíso et al., 2019; Park et al., 2022).  

 Além disso, considerando a matriz vegetal do hibisco, rica em polifenóis 

estruturalmente distintos e fortemente associados à parede celular, a eficiência observada para 

a condição combinada sugere que os parâmetros operacionais adotados favoreceram 

simultaneamente os mecanismos de cavitação, ruptura celular e difusão de massa, aspectos 

fundamentais nos processos de extração assistida por ultrassom. A elevada recuperação 

conjunta de flavonoides e antocianinas também indica que as condições empregadas foram 

suficientemente brandas para evitar degradação térmica e oxidativa desses compostos, 

especialmente das antocianinas, reconhecidas por sua instabilidade frente a variações de pH, 

temperatura e exposição prolongada à 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 redução de íons 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 µM), seguida por HA e HCF. Porém, HG 

apresentou os menores valores em todos os métodos, podendo indicar que condições de 

processamento influenciaram diretamente a quelação de íons metálicos 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 (µM) ABTS(µM) FRAP (µM) 

HCF 2408,414 ± 44,294 a 2722,132 ± 16,520 b 3528,281 ± 76,092 c 

HF 2484,435 ± 56,992 a 2814,059 ± 34,765 a 4386,784 ± 120,479 a 

HA 2493,512 ± 51,210 a 2731,145 ± 16,222 b 4004,210 ± 48,525 b 

HG 2137,237 ± 27,513 b 2363,439 ± 32,892 c 2631,338 ± 57,682 d 

Nota: Valores médios expressos seguidos do desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna 

indicam diferença significativa (LSD p < 0,05). 

 

 Além disso, a redução observada na amostra HG pode estar associada à degradação dos 

compostos bioativos nas condições mais intensas do ultrassom. Estudos indicam que, embora 

a extração aumente a liberação dos compostos bioativos, condições excessivas podem reduzir 

a atividade antioxidante devido à degradação 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 é frequentemente encontrado para hibisco, uma vez que flavonoides 

possuem alta eficiência na redução de íons férricos (Borrás-Linares et al.,2023). De acordo com 

Hoang et al. (2023), os extratos de hibisco apresentam forte atividade redutora metálica, 

frequentemente superior aos demais métodos antioxidantes.  

 Os resultados de DPPH mostraram que não houve diferença entre os ensaios HCF, HF 

e HA sendo maiores que os teores de HG. Isso pode ser devido à maximização de todos os 

compostos presentes, levando à perda de algum componente que possa ser mais reativo com o 

radical DPPH, sendo altamente sensível à presença de compostos fenólicos de baixo peso 

molecular e alta capacidade redutora (Zhang et al., 2023; Nurcholis et al., 2021).  

 O hibisco, por conta da sua composição química rica em flavonoides e antocianinas 

(delfinidina e a cianidina-3-glicosideo), possui uma alta capacidade de doação de hidrogênio. 

Hoang et al. (2023) demonstram que extratos de H. sabdariffa apresentam elevada atividade 

sequestrante de DPPH, com valores dependentes da concentração de polifenóis e da estrutura 

química dos compostos presentes, particularmente aqueles com grupos hidroxila livres em 

posições estratégicas do anel aromático.  

 Para o ensaio ABTS, observa-se maior valor para HF (2814 µM), seguido por HA e 

HCF, enquanto HG apresentou novamente o menor desempenho. Esse comportamento reforça 

a maior eficiência da condição HF na extração de compostos com elevada capacidade 

antioxidante. Diferentemente do DPPH, o método ABTS baseia-se na neutralização do radical 
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ABTS•⁺ e permite a atuação por mecanismos combinados de transferência de elétron e de 

hidrogênio, o que amplia significativamente sua sensibilidade. Além disso, sua aplicabilidade 

em sistemas aquosos e orgânicos possibilita a detecção tanto de compostos hidrofílicos quanto 

lipofílicos, 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 são as suas 

complementaridades, onde o DPPH tende a superestimar compostos com alta capacidade de 

doação de hidrogênio, o ABTS fornece uma avaliação mais abrangente da capacidade 

antioxidante total, enquanto o FRAP está mais associado ao poder redutor. Com isso, o extrato 

HF demonstrou um melhor potencial antioxidante em comparação com os outros extratos 

(Rumpf; Burger; Schulze, 2023; Angeli; Morozova; Scampicchio, 2023). 

 Embora HG apresente valores elevados e equilibrados de fenólicos, flavonoides e 

antocianinas, sua atividade antioxidante foi consistentemente inferior nos três ensaios. Esse 

resultado evidencia que a atividade antioxidante não depende apenas da concentração total, mas 

da estrutura química, da posição e número de grupos hidroxila, e da disponibilidade desses 

grupos para reação. Além disso, interações como copigmentação entre antocianinas e outros 

fenólicos 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 variações 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 condições 

ácidas e declínio progressivo com o aumento da alcalinidade. Esse comportamento está 

diretamente relacionado à estabilidade estrutural das antocianinas, compostos majoritariamente 

responsáveis pela capacidade antioxidante desta espécie. Os valores de atividade antioxidante 

pelo método DPPH dos extratos de Hibiscus sabdariffa submetidos a diferentes condições de 

pH estão apresentados na Tabela 10. 

 Os maiores valores de atividade antioxidante foram observados nas condições de pH 

ácido (pH 2 e pH 4), com médias de 1242,07 µM e 1259,43 µM, respectivamente, e em pH 

neutro (pH 7), houve redução moderada do valor médio (1118,00 µM). A amostra pH 2 final 

apresentou valor intermediário de 683,49 µM, com redução de aproximadamente 45% em 
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relação ao inicial, indicando degradação das antocianinas, levando à redução da atividade 

antioxidante. As condições alcalinas (pH 9 e pH 13) apresentaram os menores valores de 

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

 

Tabela 10 – Atividade antioxidante (DPPH) do extrato de Hibiscus sabdariffa em 

diferentes condições de pH. 

Amostra DPPH (µM) 

pH2 inicial 1242,07 ± 3,19 a 

pH4 1259,43 ± 7,02 a 

pH7 1118,00 ± 7,86 b 

pH9 356,71 ±  24,62 d 

pH13 333,29 ± 24,65 d 

pH2 final  683,49 ± 9,32 c 

Nota: Valores médios expressos seguidos do desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna 

indicam diferença significativa (LSD p < 0,05). 

 

 Entre as antocianinas identificadas nos cálices de Hibiscus sabdariffa, destacam-se a 

delfinidina-3-glicosídeo e a cianidina-3-glicosídeo, pigmentos que apresentam marcada 

sensibilidade ao pH por meio de transformações estruturais reversíveis em solução aquosa. Em 

solução aquosa, as antocianinas podem existir em quatro formas estruturais em equilíbrio: o 

cátion flavílio (AH⁺), a base quinoidal (A), a pseudobase ou carbinol (B) e a chalcona, sendo a 

predominância de cada forma determinada pelo pH do meio (Chongwilaikasem et al., 2024; Li; 

Simon; Wu, 2024). 

 Em condições fortemente ácidas pH 2 e pH 4, predomina a forma de cátion flavílio, que 

confere alta solubilidade em água às antocianinas e representa a estrutura mais estável. Essa 

estabilidade estrutural resulta na maior disponibilidade de grupos hidroxila para a doação de 

hidrogênio ao radical DPPH, explicando os maiores valores de atividade antioxidante 

observados nessas condições, 1242,07 µM e 1259,43 µM, respectivamente (Xue et al., 2024). 

As antocianinas do hibisco são reconhecidas como a principal fonte da capacidade antioxidante 

desta espécie, e sua preservação em meio ácido é, portanto, determinante para a manutenção da 

bioatividade do extrato (Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2024). 

 Em pH neutro (pH 7), foi observada redução 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, padrão 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 condições alcalinas, 

com valores médios de 356,71 µM (pH 9) e 333,29 µM (pH 13). Em pH elevado, as 

antocianinas sofrem deprotonação na estrutura do anel, com formação de bases quinoidais 

neutras e, posteriormente, bases quinoidais aniônicas de coloração azul, estruturas instáveis que 

se degradam rapidamente, comprometendo a integridade dos grupos funcionais responsáveis 

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

  

5.7.2 Estabilidade à Luz 

  

 A análise da proporção de pigmentos, associada às constantes de velocidade de 

degradação (k) e aos tempos de meia-vida (t½), teve seus dados  apresentados na Tabela 11 e 

revela que o extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa apresentou degradação progressiva 

das antocianinas ao longo de 96 horas, com comportamento distinto entre as condições de 

exposição à luz e armazenamento no escuro.  

  

Tabela 11 – Proporção de pigmentos e parâmetros da cinética de degradação de antocianinas 

no extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa expostos e protegidos da luz por um período 

de 96 h 

Tempo 
%Pigmentos Vermelhos %Pigmentos Amarelos %Pigmentos Azuis 

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro 

0 min 38 ± 1,1 a 38 ± 0,3 a 13 ± 0,1 a 14 ± 0,4 a 49 ± 1,0 g 48 ± 0,3 e 

12 h 35 ± 1,1 b 37 ± 0,2 b 13 ± 0,6 a,b 13 ± 0,3 a 52 ± 0,4 f  50 ± 1,0 d 

24 h 32 ± 0,7 c 36 ± 1,2 b,c 13 ± 0,5 a,b 13 ± 0,7 a 55 ± 0,7 e 51 ± 0,3 d 

36 h 31 ± 1,2 d 35 ± 1,0 c,d 12 ± 0,3 a,b 14 ± 0,7 a 57 ± 0,5 d 52 ± 0,2 c 

48 h 30 ± 0,4 d 34 ± 0,3 d,e 12 ± 1,0 a,b 13 ± 0,8 a 58 ± 0,9 d 53 ± 0,8 b,c 

60 h 28 ± 0,9 f 33 ± 1,0 d,e,f 12 ± 1,1 b 14 ± 0,8 a 60 ± 0,8 c 53 ± 0,3 b 

72 h 25 ± 0,9 g 33 ± 0,6 e,f 12 ± 0,6 a,b 13 ± 0,4 a 62 ± 0,6 b 54 ± 0,7 b 

84 h 25 ± 0,8 g 33 ± 0,9 e,f 12 ± 0,6 a,b 14 ± 0,3 a 63 ± 0,5 a,b 54 ± 0,7 b 

96 h 24 ± 0,3 g 32 ± 0,7 f 12 ± 0,4 a,b 13 ± 0,5 a 63 ± 0,4 a 55 ± 0,5 a 

k  10,06 x 10-03 4,41 x 10-03 5,93 x 10-03 2,54 x 10-03 2,39 x 10-03 1,43 x 10-03 

t (1/2) (h) 69 157 117 273 290 485 

Nota: k: constante de velocidade de degradação das antocianinas; t (1/2): tempo de meia vida. Valores médios 

expressos seguidos do desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença 

significativa (LSD p < 0,05).  
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 Os pigmentos vermelhos, representativos da forma cátion flavílio (AH⁺), apresentaram 

declínio contínuo e estatisticamente significativo ao longo do tempo em ambas as condições, 

com queda mais acentuada na condição exposta à luz. A concentração relativa reduziu de 38% 

(t = 0) para 24% (96 h) sob luz e para 32% (96 h) no escuro. As constantes de degradação 

confirmam essa diferença: k = 10,06 × 10⁻³ h⁻¹ (luz) e k = 4,41 × 10⁻³ h⁻¹ (escuro), com tempos 

de meia-vida de 69 h e 157 h, respectivamente, indicando que a exposição luminosa reduziu a 

meia-vida do cátion flavílio em aproximadamente 56%. 

 Esse padrão é consistente com o mecanismo de fotodegradação descrito por Xue et al. 

(2024). A radiação UV pode acelerar a degradação das antocianinas ao produzir um 

intermediário a partir do grupo hidroxila em C4, que sofre hidrólise na posição C2 com abertura 

do anel e formação de chalcona. Paralelamente, quando o fóton é absorvido pela molécula de 

antocianina e quebra a dupla ligação conjugada, ocorre fotodegradação, sendo que o grupo acila 

em antocianinas aciladas absorve fótons e reduz a sensibilidade à luz dessas formas (Li et al., 

2023b).  

 Uma vez que as antocianinas majoritárias do hibisco (delfinidina-3-sambubiosídeo e 

cianidina-3-sambubiosídeo) não são aciladas, sua vulnerabilidade à fotodegradação é 

particularmente elevada (Rakić; 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 condições refrigeradas exibiu o maior teor 

de antocianinas após 60 dias de armazenamento, seguido daqueles armazenados no escuro e, 

por fim, dos expostos à luz. O fato de que amostras no escuro apresentaram meia-vida 2,28 

vezes maior reforça que a ausência de fotoexcitação preserva significativamente a integridade 

do cátion flavílio (De Moura et al., 2024).  

 Os pigmentos amarelos, associados às formas chalcona e hemicetal (pseudobase 

carbinol), mantiveram-se relativamente estáveis ao longo do período avaliado, com baixas 

variações entre os tempos em ambas as condições, de 13% (t = 0) para 12% (96 h) sob luz, e de 

14% (t = 0) para 13% (96 h) no escuro. As constantes de degradação foram k = 5,93 × 10⁻³ h⁻¹ 

(luz) e k = 2,54 × 10⁻³ h⁻¹ (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 equilíbrio dinâmico entre sua formação, a partir da conversão 

do cátion flavílio, e sua degradação contínua em produtos de menor massa molecular (Li et al., 

2023b). Esse fluxo de formação por degradação do flavílio e consumo para produtos finais 

incolores pode explicar a aparente estabilidade dos percentuais amarelos, enquanto a velocidade 

de degradação total (k) permanece superior sob luz (Zhang et al., 2025).  
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 A radiação UV pode acelerar a degradação das antocianinas ao produzir um 

intermediário a partir do grupo hidroxila em C4, que hidrolisa na posição C2 para abertura do 

anel e formação de chalcona, a qual rapidamente se degrada em produtos de menor massa 

molecular como ácido benzóico e 2,4,6-tri-hidroxibenzaldeído (Xue et al., 2024), o que 

limitaria o acúmulo de chalcona mesmo quando sua produção é estimulada (Rakić; Ulrih, 

2021).  

 Os pigmentos azuis, representativos das formas quinonoidais (bases quinoidal neutra e 

aniônica), 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 degradação nessa categoria (k = 2,39 × 

10⁻³ h⁻¹ sob luz; k = 1,43 × 10⁻³ h⁻¹ no escuro) e os maiores tempos de meia-vida (290 h e 485 

h, respectivamente) refletem que os pigmentos azuis são simultaneamente produzidos (a partir 

da conversão do cátion flavílio) e degradados, resultando em acúmulo líquido durante o período 

avaliado. 

 Esse acúmulo indica que a taxa de conversão do cátion flavílio em bases quinoidais 

supera a taxa de degradação destas últimas no intervalo de 96 horas. Sadowska-Bartosz e 

Bartosz (2024) ressaltam que a base quinonoidal ionizada tem os átomos de oxigênio 

envolvidos em quelação com metais, o que impede reações com o oxigênio e reduz a capacidade 

antioxidante das antocianinas, sugerindo que o aumento dos pigmentos azuis representa, 

funcionalmente, uma redução da bioatividade do extrato ao longo do tempo (Fu et al., 2021).  

 A proteção 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 à observada sob luz 

(290 h), indicando que mesmo as formas estruturais mais estáveis das antocianinas são 

aceleradas em sua degradação final pela radiação luminosa (Fu et al., 2021; Ionescu; Samide; 

Tigae, 2025). 

 Em conjunto, os dados da Tabela 11 demonstram que o armazenamento protegido da 

luz é imprescindível para a preservação da atividade bioativa do extrato de Hibiscus sabdariffa, 

com impacto direto na proporção de pigmentos vermelhos (cátion flavílio), que representa a 

forma estruturalmente mais ativa e estável em condições ácidas. A exposição luminosa acelera 

de forma significativa a conversão do cátion flavílio 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 à Temperatura  

 

 Os resultados apresentados na Tabela 12 demonstram que o aumento da temperatura 

promoveu redução progressiva da retenção de cor das antocianinas do extrato otimizado HG de 

Hibiscus sabdariffa, evidenciando maior degradação térmica em condições mais severas. Após 

8 h de exposição térmica, observou-se retenção de cor de 82, 74 e 71% para 60, 80 e 100 °C, 

respectivamente, indicando que temperaturas elevadas aceleram significativamente a 

degradação dos pigmentos antociânicos. 

 

Tabela 11 – Parâmetros da cinética do efeito de diferentes temperaturas na estabilidade das 

antocianinas do extrato otimizado HG de Hibiscus sabdariffa por um período de 8 h.  

Parâmetros da 

Cinética 

Temperatura 

60 °C 80 °C 100 °C 

Retenção de Cor (%) 82 74 71 
k 0,024 0,041 0,044 

t (1/2) (h) 29 17 16 
Nota: k: constante de velocidade de degradação das antocianinas; t (1/2): tempo de meia vida. 

 

 Esse comportamento é confirmado pelos valores da constante cinética de degradação 

(k), que aumentaram com a elevação da temperatura, variando de 0,024 h⁻¹ a 60 °C para 0,044 

h⁻¹ a 100 °C. Esse aumento demonstra maior velocidade reacional de degradação térmica, 

comportamento típico de compostos termossensíveis e compatível com modelos cinéticos de 

primeira ordem frequentemente descritos para antocianinas (De Marchi et al., 2024; Tobolka 

et al., 2024). Segundo Oancea (2021), a degradação térmica de antocianinas ocorre 

predominantemente segundo cinética de primeira ordem, devido à dependência exponencial da 

velocidade de degradação em relação à temperatura. 

 A redução do tempo de meia-vida (t₁/₂) reforça esse comportamento, passando de 

aproximadamente 29 h a 60 °C para 16 h a 100 °C. A diminuição da meia-vida indica menor 

estabilidade molecular das antocianinas sob temperaturas elevadas, uma vez que maiores níveis 

de energia térmica favorecem processos de hidrólise, oxidação e abertura do anel flavílico (Xue 

et al., 2024).  

 O aquecimento promove degradação estrutural das antocianinas por ruptura das ligações 

glicosídicas e formação de chalconas e ácidos fenólicos de menor estabilidade, reduzindo tanto 

a intensidade da coloração quanto a atividade antioxidante (Oancea, 2021; Tobolka et al., 

2024).  
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 Do ponto de vista tecnológico, os resultados demonstram que temperaturas moderadas 

favorecem maior preservação das antocianinas, enquanto tratamentos térmicos severos 

aceleram sua degradação. Assim, processos industriais devem priorizar condições mais brandas 

ou tratamentos rápidos, 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 à luz e sistemas de copigmentação podem contribuir para 

aumentar a estabilidade desses compostos durante o processamento e armazenamento 

(Remedio; Quinayá, 2024; Zhu et al., 2023).   
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6 CONCLUSÃO 

 

 A extração assistida por ultrassom dos compostos bioativos de Hibiscus sabdariffa, 

otimizada por delineamento Box-Behnken, mostrou-se eficiente para a recuperação simultânea 

de compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas. O ultrassom aumentou significativamente 

o rendimento de extração, sendo observada degradação dos compostos em tempos excessivos 

de sonicação. A concentração de etanol foi a variável de maior influência sobre as respostas 

avaliadas, seguida da temperatura e do tempo de ultrassom. 

 A condição otimizada (44,17% de etanol, 60 °C e 13,83 min) permitiu maximizar 

simultaneamente as três classes de compostos, produzindo um extrato com elevado teor de 

bioativos. Os extratos obtidos apresentaram alta atividade antioxidante, embora esta tenha 

dependido não apenas da concentração, mas também da composição química dos compostos 

extraídos. As antocianinas demonstraram elevada sensibilidade ao pH alcalino, à luz e às altas 

temperaturas, apresentando maior estabilidade em meio ácido e sob armazenamento no escuro.  

 Estudos futuros devem avançar na caracterização individual dos compostos presentes 

nos extratos otimizados por cromatografia líquida de alta eficiência, na avaliação de sua 

citotoxicidade e bioacessibilidade in vitro, bem como na aplicação do extrato HG em matrizes 

alimentícias reais como bebidas funcionais, iogurtes e filmes de embalagem ativa a fim de 

validar seu potencial tecnológico e contribuir para o aproveitamento sustentável dos cálices de 

Hibiscus sabdariffa na indústria de alimentos. 
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