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RESUMO

O ché& de hibisco (Hibuscus sabdariffa L.) tem sido considerado uma importante fonte de
compostos bioativos, destacando-se os compostos fendlicos e antocianinas, que estdo
relacionados ao potencial antioxidante e a diversas propriedades terapéuticas atribuidas a esta
bebida. A infusdo do célice de hibisco € o método mais usado para a elaboracdo do ché e,
dependendo do tempo e da temperatura utilizada, o teor de compostos bioativos extraidos pode
ser alterado. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito das condicdes de infusdo sobre os
compostos bioativos de cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.). A infusdo foi realizada
utilizando 1,5 g de célices triturados e secos e 75 mL de &gua destilada. Para avaliar o efeito
da temperatura (X1) e tempo (X2) na extracdo de compostos bioativos foi aplicado um
planejamento fatorial 32 com duas repeti¢des no ponto central, totalizando 10 ensaios. Cada
ensaio foi realizado em frasco de vidro incubado em banho-maria em diferentes temperaturas
(X1= 60, 75 e 90°C) e tempos (X2= 5, 20 e 35 min). O conteudo de fendlicos totais foi
determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteau e o teor de antocianinas realizada de
acordo com o método do pH diferencial, utilizando método espectrofotométrico. As diferentes
condicdes aplicadas no preparo do cha de hibisco afetaram as fungdes-respostas investigadas.
O teor de compostos fenolicos variou 10,13 a 31,28 mg EAG/100 mL e o teor de antocianinas
variou de variou de 0 a 85,9 mg delfinidina 3-sambubiosideo/L. A partir da aplicacdo da técnica
de desejabilidade, definiu-se que quando o cha de hibisco é preparado com infuséo a 90 °C por

35 min, apresenta maior teor de compostos fendlicos e antocianinas.

Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa L. Compostos fendlicos. Antocianinas. Infusdo.
Temperatura. Tempo.



1 INTRODUCAO

O Hibiscus sabdariffa L. conhecido como hibisco, vinagreira, rosela, caruru-azedo,
azedinha, caruru-da-guiné, azeda-da-guing, quiabo-azedo, quiabo-roseo, quiabo-roxo, rosela,
rosélia, groselha, quiabo-de-angola, groselheira (LORENZI; MATOS, 2002) é uma espécie
vegetal da familia Malvaceae, natural da Africa Oriental (PANIZZA, 1997). E um arbusto que
pode atingir cerca de 2 a 3 metros de altura, de cor avermelhada e folhas verde-escuras. Suas
flores sdo solitarias, branco amareladas e com um calice avermelhado. O fruto é uma capsula,
oval e cor vermelha, com trés a quatro sementes pardas. A planta desenvolve-se bem em
temperaturas superiores a 21 °C e 35 °C (CIPLAM, 2017). O hibisco é considerado uma
importante fonte de compostos bioativos, incluindo antioxidantes, que diminuem o efeito de
radicais livres no organismo humano (PINHEIRO, 2002).

Dentre os compostos bioativos presentes no hibisco, destacam-se 0s compostos
fendlicos, que sdo caracterizados como substancias que possuem um anel aroméatico com um
ou mais substitutos hidroxilicos e seus grupos funcionais (SOARES et al., 2008). Estes
compostos estdo associados com a atividade fisiologica, a capacidade de capturar espécies
reativas de oxigénio, quelar ions metalicos, inibir a nitrosacdo e o potencial de auto-oxidacéo,
diretamente relacionado com a capacidade antioxidante (ANTOLOVICH et al., 2000). O
hibisco também apresenta teor elevado de antocianinas, que sdo compostos formados por duas
ou trés porcBes, sendo uma aglicona, um grupo de &cidos organicos (FRANCIS, 1989),
pertencentes ao grupo dos flavonoides. As antocianinas sdo responsaveis pela coloracao
vermelha dos calices de H. sabdariffa L. e pela sua atividade antioxidante (RIBEIRO et al.,
2018).

Devido ao teor de compostos bioativos presentes, o cha de hibisco é conhecido por ter
acdo diurética, para o tratamento de desordem intestinal, infeccdo e hipertensdo (MONROY -
ORTIZ; CASTILLO-ESPANHA, 2007). Alguns estudos farmacol6gicos tém revelado um
efeito terapéutico, como anticolesterol (LIN, 2007) hepatoprotetor, antibacteriano (LIU, 2006),
anti-hipertensivo (HERRERA-ARELANO, 2007), antioxidante (OLATUNDE & FAKOY.,
2005; RAMAKRISHNA et al., 2008), anticancer (OLIVEIRA; GARCIA, 2008).

Nesse contexto, possivelmente devido a relacdo inversa entre a ingestdo de cha e risco
de doencas degenerativa, as bebidas a base de chd Camellia sinensis, estdo entre as mais
populares do mundo e seu consumo aumentou aproximadamente 30% na Ultima década
(BHATTACHARYA; MUKHOPADHYAY:; GIRI, 2011; SILVEIRA et al., 2014). A infusdo

é 0 método mais utilizado para a obtencao de chas e, na preparacao de cha de hibisco, podem



ser empregados os calices, sementes e folhas secas ou frescas (COSTA-ROCHA et al., 2014;
JABEUR et al., 2017). Para que o cha tenha os beneficios esperados, é fundamental extrair o
maior teor possivel de compostos bioativos.

Segundo Luthria, Mukhopadhyay e Kwansa (2006), para que a extracdo dos compostos
seja eficiente, deve-se considerar alguns fatores, como o tipo de solvente, velocidade de
agitacdo, proporcéo de solidos e solventes, tempo de extracdo e temperatura. Assim, muitos
pesquisadores tém se dedicado a avaliar inUmeras tecnologias para aprimorar a extracdo, como
0 emprego de micro-ondas, ultrassom, campos elétricos pulsados e fluidos pressurizados e
supercriticos (CORRALES et al., 2017; LIAZID et al., 2011; LOPEZ et al., 2018; PINELA et
al., 2019).

Entretanto, tais métodos sdo pouco aplicaveis para o consumidor, jA que estas
tecnologias ndo estdo disponiveis para as pessoas que fardo o preparo do cha a partir da planta
de hibisco. Dessa forma, as variaveis tempo e temperatura da infusdo do calice de hibisco
devem ser estabelecidas para que a extracdo obtenha o maior teor de compostos bioativos e, por
meio destas, determinar em quais condi¢des se obtém maior quantidade de compostos fendlicos
e antocianinas.

Portanto, o objetivo deste trabalho seré avaliar o efeito das condic¢Ges de infuséo sobre
0s compostos bioativos de cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais do hibisco

O hibisco, conhecido cientificamente por H. sabdariffa pertence a classe das
Dicotyledonae, familia das malvaceas e género Hibiscus, que inclui mais de 300 espécies de
ervas, arbustos ou arvores anuais ou perenes (COSTA-ROCHA et al., 2014; WANG et al.,
2012). Natural do continente africano, encontra-se distribuido em regides tropicais e
subtropicais. O H. sabdariffa € popularmente conhecido no Brasil como hibisco, caruru-azedo,
azedinha, quiabo-azedo, quiabo-r6seo, quiabo-roxo, rosélia e vinagreira.

Em relacdo as suas caracteristicas botanicas, o H. sabdariffa € um arbusto que pode
atingir cerca de 2 a 3 metros de altura. A sua ramada é avermelhada (Figura 1), ereta e
ramificada desde a base enquanto que suas folhas sdo verde-escuras, alternas, estipuladas, de
margens serrilhadas e profundamente lobadas em trés a cinco divisées. Suas flores (Figura 2)

sdo solitarias, branco amareladas, com um calice robusto e carnoso na base, de cor vermelha



intensa, surgindo no outono e inverno, por alguns dias. O fruto é uma capsula (Figura 2), de
formato ovalado e cor vermelha, com trés a quatro sementes pardas. A planta € conveniente a
clima guente, desenvolvendo-se bem em temperaturas superiores a 21 °C e 35 °C (CIPLAM,
2017).

Figura 1: Planta de Hibisco

Calice

Fruto com sementes

Caliculo ou
Pequeno Calice

Fonte: Rosa (2013).

Os calices vermelhos do hibisco possuem sabor acido e agradavel, sendo utilizado para
obtencdo de chas, sucos, sorvetes, xaropes, geleias, pudins e outros (BORRAS-LINARES et
al., 2015; COSTA-ROCHA et al., 2014; KOUAKOQU et al., 2015). Podem ser utilizados na
forma in natura ou desidratada e apresentam varias funces fitoterapicas (CIPLAM, 2017).
Assim, o célice de hibisco vem destacando-se nas indUstrias de alimentos, bebidas e

farmacéuticas, que investigam a possibilidade da exploragdo desse vegetal como matéria-prima



para preparacao de alimentos e como fonte natural de corantes (CARAMEZ, 1999; JORGE et
al., 1994; WASIK, 1991).

A planta de hibisco é amplamente utilizada pela populacéo, especialmente na forma de
ché e, no Brasil, seu uso é regulamentado pela RDC 267 de 2005 (BRASIL, 2005). Seus calices
sdo utilizados em outras bebidas, geleias e condimentos, principalmente devido aos efeitos
diurético, laxante, calmante e anti escorbdtico, entre outros (OLIVEIRA et al., 2013). Além
disso, ha relatos da utilizacdo de suas sementes para a producédo de 6leo, sendo que as folhas e
calices também podem ser empregados para o preparo de alimentos diversos e bebidas
(COSTA-ROCHA et al., 2014; JABEUR et al., 2017).

2.2 Composicao quimica

Jabeur et al. (2017) caracterizaram os célices de hibisco e encontraram 7,4 g/100 g (b.s.)
de cinzas, 5,5 g/100 g (b.s.) de proteinas, 0,47 g/100 g de lipidios (b.s.), 87 g/100 g (b.s.) de
carboidratos. Além de &cidos organicos como oxalico, malico, chiquimico, fumarico, além de
alfa e beta-tocoferol e quantidades importantes de calcio e ferro (ISMAIL; IKRAM; NAZRI,
2008). Abreu et al., (2019) quantificaram os célices de hibisco e encontraram 61,76 g/100g para
umidade, 22,49 g/100g (b.s.) de cinzas totais, 2,22 g/100g (b.s.) de lipidios, 0,52 g/100g (b.s.)
de proteinas, 74,76 g/100g (b.s.) de carboidratos, 122,81 kcal/100g para valor energético.

Numerosos estudos tém demonstrado o efeito de compostos fendlicos na dieta humana,
devido a suas atividades antioxidantes e possiveis atividades anticarcinogénicas. O hibisco
possui elevado teor e variedade de compostos fendlicos, sendo que foram identificados os
seguintes: acido clorogénico, quercetina, acido ascorbico, luteolina, acido cafeico, acido
protocatectico, rutina, kaempherol e miricetina, além das antocianinas delfinidina-3-
glicosideo, cianidina-3-glucosideo, delfinidina-3-sambubiosideo e cianidina-3-sambubiosideo,
que sdo responsaveis pela cor vermelha do célice planta (AJOKU et al., 2015; BORRAS-
LINARES et al., 2015; JABEUR, 2017; OBOUAYEBA et al., 2015). Ali, Al Wabel e Blunden
(2005) também reportaram a presenga de compostos fendlicos, acidos orgénicos, esteroides,
terpenoides, polissacarideos e minerais. Também observaram que as antocianinas sdo 0 grupo
de compostos fendlicos presentes em maior quantidade, sendo responsaveis por constituir os
compostos bioativos do calice. Estudos realizados por Purbowati e Maksum (2019) indicaram
que o extrato de hibisco pode apresentar teores de antocianinas de 14,80 mg/g, compostos

fenolicos totais de 23,77 mg/g e vitamina C 10,74 mg/g.
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2.3 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo elementos que existem especialmente nas plantas, como é
0 caso do hibisco, mas também sdo capazes de serem provenientes do catabolismo dos
aminoacidos. A importancia oferecida a estes compostos deve-se ao fato de muitos possuirem
propriedades benéficas para a saide humana (MARQUES et al., 2004). A elevada relevancia
em se estudar os compostos fendlicos tem relacdo com a atividade fisiologica, a capacidade de
capturar espécies reativas de oxigénio, quelar ions metalicos, inibir a nitrosacdo e o potencial
de auto-oxidacdo, diretamente relacionado com a capacidade antioxidante dos fendlicos
(ANTOLOVICH et al., 2000).

Os compostos fenolicos ou polifendis fazem parte de um grupo de mais de 8.000
estruturas conhecidas (BRAVO, 1998), sendo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substitutos hidroxilicos, abrangendo seus grupos funcionais. Estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal, desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacdo (SOARES et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3- Estrutura basica de um fenol

s
S
—

05, .
S~

Fonte: Liu (2007).

Os compostos fenolicos (Tabela 1) apresentam-se em grande diversidade, amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais. Desse modo, sdo divididos em flavonoides (polifendis) e
ndo-flavonoides (fendis simples ou &cidos). Os flavonoides compreendem um grupo de
compostos fendlicos com muitas variagfes, como flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas (SILVA et al., 2010). Os ndo-flavonoides compreendem

compostos como &cidos fendlicos, os estilbenos, as cumarinas e os taninos (CASSOL, 2018).
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Tabela 1 - Classe de compostos fenolicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce

Acidos hidroxibenzoicos Ce-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs-C2

Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides Ce-Cs

Nafitoquinonas Ce-C4
Xantonas C6-C1-Cs
Estilbenos, antoquinonas C6-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce—Cs3-Cs
Ligninas, neolignanas (Cs— Ca):
Biflavonoides (Ce—Cs- Ce):
Ligninas (Ce—Ca)n
Taninos condensados (Ce—C3-Cée)n

Fonte: Harborne; Baxter; Moss (1989).

Os flavonoides possuem uma estrutura principal formada por Ce-C3-Cs, Sendo
considerados 0s compostos mais variados do reino vegetal, que originam diversos compostos
dependendo do lugar, nimero e combinacdo dos grupos que formam a molécula (SOARES,
2002). A estrutura quimica dos flavonoides (Figura 4) consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado anel C. O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel
B € derivado da fenilalanina (MERKEN; BEECHER, 2000). As alteracfes nos anéis A e B
originam diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides, e as substituicdes incluem
oxigenacéo, alquilacéo, glicosilagéo, acilacdo e sulfagcdo. As alteracdes no anel C padrdo podem
originar flavonadis, flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas (Figura 5)
(HOLLMAN; KATAN, 1999).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos flavonoides

O

C
=

Fonte: Merken e Beecher (2000).

Figura 5 - Estrutura genérica dos principais flavonoides
D o e
: )
48
OH o)
0]
flavone flavonol flavanone
[
OH Z > 0H

flavanol anthocyanidin
Fonte: Balasundram; Sundram; Samman (2006).

Os &cidos fenodlicos consistem em dois subgrupos, ou seja, os acidos hidroxibenzdico e
hidroxicinamico (Figura 6). Os acidos hidroxibenzdicos incluem os acidos gélico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico, que em comum tém a estrutura (Cs-C1)
(BRAVO, 1998), sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados, também conhecidos como
acidos benzoicos (SOARES, 2002). Os &cidos hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com
cadeia lateral de trés carbonos (Ce-C3), sendo os acidos caféico, ferdlico, p- cumarico e
sinaptico os mais comuns (BRAVO, 1998). Os acidos fendlicos, também podem se ligar entre
si ou com outros compostos. A combinagdo mais importante destes acidos ocorre com o acido
caféico, o qual, associado a um alcool-acido ciclico, denominado acido quimico, origina o acido
clorogénico (SOARES, 2002).
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Figura 6 - Estrutura dos &cidos benzoicos (a) e acido cindmico (b)

a COOH COOH
HO OH ©\OH
OH OH
gallic acid protocatechuic acid
b
HO .- COOH
S COOH :@N
HO
HO p-coumaric acid caffeic acid
CH,O X COOH
D/V CH,0 . COOH
s D/\/
ferulic acid HO™
OCH, o
9 sinapic acid

Fonte: Balasundram; Sundram; Samman (2006).

Nesse sentido, Piovesana e Norena (2019) realizaram um estudo para determinar o teor
de compostos fenolicos no célice de hibisco, usando a extracdo aquosa acidificada com (2% de
acido citrico, p/v). Dessa forma, obtiveram um teor de composto fenélico total de 17,59 mg/g
de extrato em base seca. Os principais compostos fenolicos encontrados no H. sabdariffa séo
0s taninos e as antocianinas, que sdo detectadas em quantidades elevadas nos calices,
caracteristico da coloracdo vermelha intensa do mesmo (BORRAS-LINARES et al., 2015;
COSTA-ROCHA et al., 2014; KOUAKOU et al., 2015), além da presenca de flavonoides como
a quercetina, luteolina, hibiscetina, sabdaretina, gossipetina. Todas estas substancias citadas sdo
consideradas como constituintes bioativos importantes no processo da acdo antioxidante
(RIBEIRO et al., 2018).

Segundo Formagio et al., (2015), em analise a forma de cultivo do hibisco, perceberam
que as maiores concentragcdes de compostos fenolicos sdo encontradas nos calices de hibisco,
independente da forma de cultivo utilizada. Em um estudo realizado com folhas e célices de
hibisco, os calices apresentaram teor de fendis e flavonoides variando de 454,66 a 474,09 mg/g
e 140,29 a 148,35 mg/g. Ja Sabota, Pinho e Oliveira (2016) analisaram os compostos fenolicos
de H. sabdariffa L. e obtiveram para polifenois 37,4 mEqG/g e para flavonoides totais 12,97
mEqG/g por meio de infuséo aquosa. Abreu et al. (2019) caracterizaram os calices de hibisco

para compostos fenolicos totais e obtiveram 429,84 + 5,16 EAG/100 g e, para atividade
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antioxidante, obtiveram 626,32 + 8,03 umol trolox/L o que confere alto potencial de compostos

bioativos aos calices de hibisco.

2.3.1 Antocianinas

As antocianinas compdem o grupo dos flavonoides, compostos fenolicos caracterizados
pelo nucleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que consiste de dois anéis aromaticos
unidos por uma unidade de trés carbonos e condensada por um oxigénio. A molécula de
antocianina (Figura 7) é formada por duas ou trés porg¢Ges, uma aglicona, um grupo de agucares
e um grupo de &cidos organicos (FRANCIS, 1989). Aproximadamente 22 agliconas sdo
conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvinda) sdo importantes em alimentos (FRANCIS,
2000).

Figura 7 - Estruturas quimicas das antocianinas

R
OH
HO R,
OH
HO OH
0 0
OH CH,0H
Aglicona Substituicdo glicosidica Acilacao
(Estrutura do anel B) (substituicio nas posicdes 3 (esterificacdo das hidroxlas do
g5 agicar)
Ry=R;=H Pelargonidina D-glicose Acidos cinamicos
R,=0H,R;=H Cianidina D-galactose p-CUmarico
R,=R;=0H Delfinidina Delose Fenllico
R,=0CH, R,=H Peonidina L-ramnose Caféico
R,=0CH, R;=0H Pelunidina L-arabinose
R,=R;=0CH, Malvidina Rutinose Acidos alifaticos
Saforose Acética
Sambubiose Malanico
Genliobiose Succinico

Fonte: Malacrida; Motta (2006).
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As antocianinas séo responsaveis pela coloragdo vermelha dos célices de H. sabdariffa
e também conferem atividade antioxidante, o que possibilita 0 bloqueio de radicais livres
(RIBEIRO et al., 2018). Esses pigmentos comparam a diferenca de tonalidades de cores,
variando entre vermelho, laranja e roxo, de acordo com condi¢Ges intrinsecas, como o pH,
encontradas nos vegetais (BROUILLARD, 1983). Sdo compostos sollveis em agua e sensiveis
ao calor (SHAHIDI; NACZK, 1995) apresentando-se, na maior parte das vezes, glicosadas com
acucares que auxiliam na estabilizacdo da molécula (FRANCIS, 1989).

As principais antocianinas sao a pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina,
malvidina e peonidina (Figura 8). As antocianinas mais comuns em plantas sdo distribuidas em
cianidina (50 %), pelargonidina (12 %), peonidina (12 %), delfinidina (12 %), petunidina (7 %)
e a malvidina (7 %) (KONG, 2003). As antocianinas podem sofrer degradacdo por pH,
temperatura, luz, acdo de enzimas como a polifenoloxidase e peroxidase, presenca de oxigénio
e &cido ascorbico (SCHWARTZ et al., 2010).

Figura 8 - Antocianidinas naturais mais importante
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Fonte: Rein (2005).

Nunes, Thomas e Lima (2014), ao avaliar o teor de antocianinas no cha de hibisco,
encontraram 193,69 mg/100 g. As principais antocianinas encontradas nos célices de H.
sabdariffa, sdo delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-sambubiosideo e cianidina-3-
sambubiosideo (ALI; AL WABEL; BLUNDEN, 2005).

Além de conferir coloragdo caracteristica aos vegetais, as antocianinas estdo
relacionadas a habitos saudaveis de alimentacdo. Ainda, a industria alimenticia encontra nas

antocianinas um potencial substituto aos corantes artificiais, atendendo um publico cada vez
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mais disposto a ndo consumir alimentos contendo corantes sintéticos (TEIXEIRA;
STRINGHETA,; OLIVEIRA, 2007). Estes compostos também apresentam grande importancia
na dieta humana, sendo capazes de prevenir doencas cardiovasculares, do cancer e de doencas
neurodegenerativas e, ainda apresentam atividade antioxidante, agindo contra os radicais livres
(TSENG et al., 1997; FAROMBI; IGE, 2007).

2.4 Propriedades terapéuticas do hibisco

A alimentacdo saudavel € uma das opcdes para reduzir o risco de desenvolvimento de
enfermidades. Essa prevencdo pode ser alcancada por uso de chéas, como uma provavel fonte
de compostos capazes de reduzir o risco de aparecimento de doencas (RIBEIRO et al., 2018).
Neste contexto, as plantas medicinais podem ser utilizadas pela populagédo, especialmente
utilizando o processo de infusdo. Dentre as espécies de interesse, destaca-se o hibisco, cujos
calices sao usados na elaboracgdo de chas e outros alimentos (OLIVEIRA et al., 2013). Estudos
apontam que a ingestdo de cha de hibisco associado a uma dieta saudavel pode auxiliar no
controle da pressdo sanguinea e prevenir o aparecimento de doengas, principalmente devido a
atividade antioxidante dessa planta (MACIEL et al., 2012).

A presenca de compostos bioativos como compostos fendlicos, incluindo antocianinas
e outros flavonoides, além acidos orgéanicos e polissacarideos, confere ao hibisco propriedades
antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e anticolesterol (COSTA-
ROCHA et al., 2014; FORMAGIO et al., 2015; JABEUR et al., 2017). Assim, o hibisco vem
sendo tradicionalmente empregado na prevencdo e tratamento de patologias cronicas da salde,
como hipertenséo, doencas cardiovasculares, inflamacgdes, cancer, prisdo de ventre, infeccoes
do trato urinério, diabetes e distdrbios hepaticos (BARATA et al., 2016; FERNANDEZ-
ARROYO etal., 2011; JABEUR et al., 2017). De acordo com Costa-Rocha (2014), as infusdes
de folhas ou calices de hibisco também costumam ser empregadas na Africa, india e México
em funcéo dos seus efeitos diuréticos, aumenta a secre¢éo da bilis, auxilia na reducéo da febre
e hipotensores, diminuindo a viscosidade do sangue e estimulando o peristaltismo intestinal.

Ainda, o hibisco destaca-se por apresentar elevada atividade antioxidante (ALI;
MOUSA; EL-MOUGY, 2003), evitando a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade e
reduzindo o colesterol (CHANG-CHE et al., 2004; CHANG et al., 2006; LIN et al.,
2007), efeito anti-hipertensivo (ONYENEKWE et al., 1999; MOJIMINIY1 et al., 2007; AJAY
et al., 2007), prevencdo de doencas cardiovasculares (CRISTIAN et al., 2006) e hepéticas
(ALI; MOUSA.; EL-MOUGY, 2003), reducdo da obesidade (ALARCON-AGUILAR et al.,
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2007; KIM et al., 2007) e diabetes (FAROMBI; IGE, 2007), a funcédo diurética (WRIGHT et
al., 2007) e a atuagéo in vitro sobre alguns tipos de cancer como leucemia (HOU et al., 2005),
cancer gastrico (LIN et al., 2007) e in vivo na reducdo do surgimento de tumores de pele em
ratos (TSENG et al., 1998).

2.5 Processo de obteng¢do do cha do hibisco

O chéa de hibisco geralmente € obtido utilizando o calice desidratado, seguido de infuséo
em agua quente. Diferentes combinagdes de tempo e temperatura podem ser utilizadas para
obter bebidas com hibisco (Tabela 2). Nguyen e Chuyen (2020) realizaram a infusdo do calice
de hibisco apds secagem a 60, 80, 100 e 120 °C em estufa de secagem com ar quente, até atingir
umidade inferior a 8 %. Para o preparo do cha, foi usado 1 g de calice desidratado e 200 mL de
agua quente a 90 °C por 15 min e, em seguida, o cha foi resfriado até 50 °C e adicionado 0,5 g
de adogante de estévia, para a analise sensorial. Sobota, Pinho e Oliveira (2016) efetuaram a
infusdo aquosa de célices de hibisco utilizando 5 g de calices que foram colocados em um

béquer, e adicionados de 200 mL de a4gua a 80 °C deixando descansar por 15 minutos, seguido

de filtragem.
Tabela 2- Condices para a infuséo do calice de Hibisco sssp.
Peso Volume Temperatura Tempo Referéncia

19 200 mL 90 °C 15 min Nguyen e Chuyen
(2020)

59 200 mL 90 °C 15 min Sobota, Pinho e
Oliveira (2016)

20,359e5g 100mL 30°C;45°Ce 5,7,5e10min Fonseca (2020)

60 °C

29 150 mL 100 °C 15 min Ribeiro et al.
(2018)

500 mg 100 mL 100 °C 5 min Jabeur et al.
(2017)

Fonte: Autoria propria (2021).

Ribeiro et al. (2018) produziram cha de hibisco utilizando 2 g de célice e 150 mL de

agua fervente, sendo que esta mistura permaneceu em infusdo por 15 minutos. Além da
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elaboracgdo de chés, o hibisco também pode ser empregado para a elaboracao de outras bebidas.
Fonseca (2020) elaborou cerveja artesanal adicionada de hibisco. Para obter um produto com
maior teor de compostos bioativos, como compostos fendlicos e maior capacidade antioxidante,
o0 autor realizou a infuséo dos calices em agua, variando concentragdes de hibisco de 2,3,5e 5
g, a temperatura 30, 45 e 60 °C e o tempo de extragdo 5, 7,5 e 10 minutos. Desse modo, 0 autor
verificou que com 5 g/100 mL de célice, a temperatura de 60 °C e com um tempo de extracéo,
de no minimo, 10 minutos se obteve os maiores teores de compostos bioativos.

Sindi, Marshall e Morgan (2014), avaliaram o efeito de diversos solventes, tempos e
temperaturas para extracdo de compostos bioativos de flores de hibisco. Os autores concluiram
que a agua, com ou sem acido férmico, é o melhor solvente, o tempo ideal € 10 minutos e a
temperatura ideal de extracdo é o ponto de ebulicdo da agua. Nestas condi¢des conseguiram
atingir teores de polifendis de 21,67+0,93 e 17,94+0,29 mg/g EAG, antocianinas e
antioxidantes. Jabeur et al. (2017) realizaram infusdo do calice de hibisco a 100 °C por 5
minutos, utilizando 500 mg de amostra seca e 100 ml de agua destilada.

2.5.1 Efeito das condicgdes de infusdo na extracdo de compostos bioativos

As infusbes que sdo usadas para preparar bebidas arométicas e com finalidades
terapéuticas, sdo realizadas despejando agua quente ou fervente sobre as partes secas das
plantas. Esse tipo de processo € utilizado para fazer bebidas que sdo amplamente consumidas
no mundo, conhecidas como fontes importantes de compostos fendlicos da dieta e considerados
antioxidantes naturais abundantes (FIGUEROA PEREZ et al., 2014).

Desse modo, para a extracdo dos compostos fendlicos, além do solvente, fatores como
a temperatura também sdo importantes. As elevadas temperaturas favorecem a extracdo dos
compostos, pois facilitam a permeabilidade das paredes celulares, aumentam a solubilidade e a
difusdo dos componentes que serdo extraidos. Entretanto, temperaturas muito elevadas podem
causar a degradacdo dos compostos fenolicos, uma vez que a exposicdo dos compostos
fendlicos a altas temperaturas e prolongados tempos de extracdo podem ocasionar a oxidagao
dos compostos. Curtos periodos de extracdo podem ser ineficientes e ndo extrair quantidades
adequadas de compostos fenolicos (XU; CHANG, 2007). Além disso, o tamanho das particulas
da amostra também afeta a extracao, e esta pode ser mais eficiente se 0 tamanho da particula da
matriz sélida for menor, ja que aumenta a area disponivel para a transferéncia de massa
(PEREIRA; MEIRELES, 2010).
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Por isso, para Naczk e Shahidi (2004), é importante que as extracdes desses compostos
tenham a minima degradacdo possivel. As antocianinas, principais compostos bioativos
presentes no hibisco, sdo sollveis em solventes polares e com acido cloridrico ou acidos
organicos. Além disso, sdo instaveis em solu¢ées com pH neutro ou alcalino, contudo, mesmo
em solugdes acidas a cor pode desaparecer se exposta a luz, sendo que o aquecimento é um
fator que acelera a degradacéo das antocianinas (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Para Pedro, Granato e Rosso (2016), o tempo e a temperatura sdo condi¢Ges que agem
sobre a extracdo das antocianinas. Fonseca (2020), avaliou 0 maximo teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante em extrato aquoso de calice de hibisco por meio da infuséo,
para ser adicionado em uma cerveja artesanal, e percebeu que quanto maior a concentragédo de
calice de hibisco na infusdo, e quanto maior o tempo e a temperatura, maiores sdo os valores de
atividade antioxidante e compostos fendlicos. No entanto, deve-se avaliar 0s tempos de extracdo
desses compostos. Para Naczk e Shahidi (2004), extensos periodos de extracdo e temperatura
muito elevadas, aumentam a probabilidade de oxidacdo dos compostos fendlicos e degradacéao
de antocianinas.

Ribeiro et al. (2018) avaliaram a estabilidade da atividade antioxidante e de outros
compostos quimicos apds a elaboracao do cha de hibisco. Os resultados obtidos da anélise por
cromatografia e da atividade antioxidante indicaram instabilidade na atividade antioxidante e
no teor de compostos bioativos ap6s 12 horas de preparo. De acordo com o estudo, se indica o
consumo do ché até 1 hora depois do preparo.

Uma vez que os calices de hibisco apresentam varios compostos bioativos sollveis em
agua, incluindo antocianinas (COSTA-ROCHA et al., 2014; PIOVESANA; NARENA, 2019)
a investigacdo da condigdo ideal de extracdo destes compostos torna-se relevante para

maximizar o potencial de promocéo a saude relacionado ao hibisco.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das condigdes de infusdo sobre os compostos bioativos de cha de hibisco
(Hibiscus sabdariffa L.).

3.2 Objetivos especificos
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- Definir a composicao quimica do célice de hibisco;

- Realizar a infusdo de célice de hibisco em diferentes condi¢cdes de tempo e
temperatura, utilizando o planejamento fatorial;

- Estimar o conteudo fendlico total;

- Determinar o teor de antocianinas monoméricas;

- Aplicar o planejamento fatorial para avaliar o efeito de diferentes tempos e

temperaturas na extracao de conteudo fendlicos e antocianinas no cha de hibisco.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e caracterizacao do calice de hibisco

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Bromatologia e de Anélise
Instrumental do Instituto Federal de Santa Catarina, Campus de S&o Miguel do Oeste - SC.

O cdlice de H. sabdariffa foi fornecido por uma propriedade rural agroecoldgica
localizada no oeste catarinense, na cidade de Descanso (-26,8137940; -53,5747960) da safra
2020/2021, e submetido a sanitizacdo utilizando 15 ppm de cloro por 15 minutos. Foi realizado
a secagem dos célices a temperatura ambiente (24 £ 5 °C) por 4 dias em ambiente ventilado, e
estocagem sob congelamento (-18 °C) até 0 momento de realizacdo das analises.

Os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos dos célices de hibisco
foram determinados em triplicata (AOAC, 2006). O teor de umidade foi determinado utilizando
0 método gravimétrico de secagem em estufa a 105°C. O teor de cinzas foi determinado pela
incineracdo da amostra em mufla a 550°C. O teor de proteinas foi determinado pelo método de
Micro-Kjehdahl, o procedimento foi composto por trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacao.
Foi usado o fator de 6,25 para converter o teor de nitrogénio total em proteinas. O teor de
lipidios foi determinado pelo método de Soxhlet, com tempo de extracdo em torno de 6 a 8
horas, utilizando éter de petroleo. O teor de carboidratos foi determinado por diferenca dos

demais constituintes da composicao quimica (umidade, cinzas, lipideos e proteinas).
4.2 Preparo da infuséo
Para obtencdo dos chas, o hibisco foi triturado (Processador Oster, FPSTHB2615R,

Brasil) por 30 s, sendo utilizado 1,5 g de célice de hibisco e 75 mL de agua destilada para o

preparo da infusdo. Para avaliar o efeito da temperatura (X1) e tempo (X2) na extragdo de
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compostos bioativos foi aplicado um planejamento fatorial 3 (Tabela 3), com duas repeticoes
no ponto central, totalizando 10 ensaios. Cada ensaio foi realizado em frasco de vidro em banho-
maria por diferentes temperaturas (X1= 60, 75 e 90 °C) e tempos (X2=5, 20 e 35 min). Os chas
de hibisco foram imediatamente resfriados até atingir temperatura ambiente (24 £ 5 °C),
filtrados em uma malha de 150 mesh e protegidos da luz. As func¢des-respostas investigadas na
infusdo foram o teor de conteudo fendlicos (Y1), teor de antocianinas totais (Y2).

Tabela 3 - Planejamento fatorial 32 aplicado as condicOes de extracdo de compostos bioativos do célice de

hibisco
Ensaios Niveis reais e codificados das varidveis independentes*

X1 (X1) X2 (X2)
01 -1 (60) -1(5)
02 -1 (60) 0 (20)
03 -1 (60) 1(35)
04 0 (75) -1 (5)
05 0 (75) 0 (20)
06 0 (75) 1(35)
07 1 (90) -1(5)
08 1(90) 0 (20)
09 1(90) 1(35)
10 0 (75) 0 (20)

*X1 € X2 S0 0s hiveis codificados das variaveis independentes X, (temperatura em °C) e X, (tempo em min.).

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.3 Estimativa do Contetido Fenélico Total

O teor de compostos fendlicos totais foi estimado utilizando o método colorimétrico de
Folin Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Para a estimativa, as amostras foram diluidas (1:5,
1:10 e 1:20 v/v) com o proprio solvente de extracdo (agua destilada). Foi pipetado 1 mL do cha
do hibisco, seguido da adigéo de 1 mL de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich 2 N) que foi diluido
para concentracdo de 0,9 N. Ap0Os a homogeneizacdo em vortex, foi adicionado 1 mL de
carbonato de sodio 10% (m/v), seguido de homogeneizacdo. Todos os tubos foram mantidos ao
abrigo da luz por 1 hora e, posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
(Biospectro, SP22 Curitiba - PR, Brasil) a 760 nm. A curva analitica foi construida com o uso
de uma solucdo 0,4 mg de acido galico/mL com concentracdo minima de 0,004 mg/mL e
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méaxima de 0,024 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico
(EAG)/100 mL.

4.4 Determinacgdo de Antocianinas Monomeéricas

A determinagdo das antocianinas foi realizada de acordo com o método do pH
diferencial do AOAC (2005). Foi utilizado a solucdo tampéo de cloreto de potassio 0,025 M
pH 1,0 e a solucdo tampéo acetato de sodio 0,4 M pH 4,5. As amostras de cha de hibisco foram
diluidas em baldes volumétricos de 50 mL, utilizando pipetas volumétricas para o
procedimento. A determinacgéo do fator de diluicdo foi obtida por meio da diluicdo da porcéo
da amostra do cha com o tampéao de pH 1,0 até a absorbancia a 517 nm esteja dentro da faixa
linear do espectrofotbmetro. Para a determinacdo das antocianinas, foi determinada a
absorbancia, em espectrofotometro (Biospectro, SP22 Curitiba - PR, Brasil), da amostra de cha
diluida com o tampéo de pH 1,0 e tampé&o de pH 4,5 a 517 e 700 nm, no intervalo de 20 a 50
minutos ap6s a mistura. A agua destilada foi utilizada como branco.

A concentracdo de pigmento de antocianinas foi expressa como equivalente de

delfinidina 3-sambubiosideo como segue (Equagdo 1):

A.MW.DF.103

(Eq.1). Antocianinas (mg/L) = D
Em que:

MW: massa molecular para delfinidina 3-sambubiosideo (597,14 g/mol); DF: fator de dilui¢do
da amostra; € absortividade molar da delfinidina 3-sambubiosideo (26000 L/mol.cm) 103: fator

de conversdo de grama para miligrama; A: representado na equacéao abaixo (Equacéo 2):
(Eq. 2). A = (Abs 520-Abs 700) pH 1,0 -(Abs 520-Abs 700) pH4,5
4.5 Andlise estatistica
O efeito das varidveis independentes temperatura (x1) e do tempo (x2) sobre o teor de
conteudo fendlicos (y1) e teor de antocianinas monomeéricas (y2), foram investigadas por um

planejamento fatorial completo, por meio do seguinte modelo (Equacéo 3):

(Eq. 3). Y =Bo+ Bix + fox2+ PrXiz + PazXoz + Praxixz + €
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Em que: Y = funcgdo-resposta, x1 e x2 = niveis codificados das variaveis independentes,

p= coeficientes de regressédo, e = erro experimental.

Os graficos de superficie de resposta, modelos matematicos e parametros de
desejabilidade foram gerados para avaliar a condicdo de infusdo com a maxima extra¢do dos
compostos de interesse, por meio anélise de variancia (ANOVA), utilizando o software
Statistica 10.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica do calice de hibisco

Os célices de hibisco desidratados apresentaram em média 21,74+0,80 % de umidade,
6,47+0,16 % de cinzas, 2,48+0,06 % de proteinas, 2,57+0,28 % de lipideos e 66,75+0,92 % de
carboidratos. Em comparacdo com resultados de Abreu et al. (2019) e Azza, Ferial e Esmart
(2011), que também determinaram a composic¢ao quimica do hibisco, sendo que o primeiro que
utilizou o célice in natura e o segundo célice seco, percebeu-se bastante variacao nos resultados
obtidos. Como s&o amostras de lugares diferentes, essas variagdes podem ser provocadas por
fatores como lugar de cultivo, tipo do solo, adubacao, clima, indice pluviométrico. Além disso,
percebeu-se que as diferencas mais significativas estdo relacionadas ao estado de secagem do
calice, uma vez que os resultados que mais se assemelham com as obtidas neste estudo foram

os resultados obtidos por Azza, Ferial e Esmart (2011) que utilizou o clice seco.

Tabela 4 - Comparacéo da composic¢do centesimal

Autores Umidade Cinzas Proteinas Lipidios  Carboidratos
(%0) (%) (%) (%) (%)
Azza, Ferial 12,81 11,24 7,51 0,46 69,62
e Esmart
(2011)
Abreu et al. 61,76 8,6 0,2 0,85 28,59
(2019)
*in natura

Fonte: Azza, Ferial e Esmart (2011); Abreu et al., (2019).
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Os efeitos das condicdes de infusdo do calice de hibisco, temperatura (x1) e tempo (x2)

sobre o teor de contetdo fendlicos e antocianinas foram investigados e os dados séo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Planejamento fatorial aplicado na infusdo do calice de hibisco em relagdo a fungéo-resposta de

compostos fendlicos e antocianinas

Niveis reais e Funcdes-resposta**
codificados das
Ensaios _ variaveis Compostos Fenolicos Antocianinas
independentes*
X1 (X1) X2 (X2) Y Lexperimental Y1 estimado Y 2experimental Y2 estimado

01 -1 (60) -1(5) 10,13 10,7 0,00 -9,3
02 -1 (60) 0 (20) 16,92 15 20,19 20,3
03 -1 (60) 1(35) 17,87 19,3 18,83 24,1
04 0 (75) -1 (5) 17,68 17,6 47,85 35,1
05 0 (75) 0 (20) 21,18 21,9 28,79 45,8
06 0 (75) 1(35) 31,28 26,2 85,90 55,7
07 1 (90) -1(5) 26,31 24,5 69,90 50,3
08 1(90) 0 (20) 29,10 28,8 75,03 80,1
09 1 (90) 1(35) 30,78 33,1 72,96 83,8
10 0 (75) 0 (20) 17,67 21,9 21,13 45,8

* x1 e x2 sdo niveis codificados; X1= temperatura e X, = tempo de infuséo

**Y1: Teor de compostos fendlicos (mg EAG/100 mL); Y2: Teor de antocianinas monoméricas (mg Delphinidina-

3-sambubiosideo/L).

Fonte: Autoria prépria (2022).

O conteudo de compostos fendlicos, no cha de hibisco, variou de 10,13 mg EAG/100

mL a 31,28 mg EAG/100 mL (Tabela 4). Piovesana e Norena (2019) obtiveram teores maiores

(17,59 mg/g de extrato em base seca) a partir dos calices de hibisco, utilizando &4gua acidificada

(2% de &cido citrico, p/v) que foi adicionada aos calices na proporg¢do de 1:5 (p/p), e a mistura

foi triturada no liquidificador. Estes autores aplicaram um planejamento fatorial 24, na qual

avaliaram a influéncia do tempo (3 e 5 min), temperatura (35 °C e 55 °C), e uma complexo

enzimatico de celulose, hemicelulase e pectinase (0 e 50 puL / 1000 g) e velocidade de agitacédo

(200 e 400 rpm). Por meio de cromatografia liquida, foram quantificados e identificados 14
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compostos fendlicos presentes no calice de hibisco, dentre eles os &cidos fenolicos totais (4,165
a 6,929 mg/g de extrato em base seca), sendo que 0s principais acidos encontrados foram o
acido 3-cafeoilquinico (2,089 a 3,568 mg/g b.s), acido 5-cafeoilquinico (1,726 a 2,751 mg/g
b.s) e 0 3- p-Acido cumaroilquinico (0,163 a 0,310 mg/g b.s).

Quanto aos flavonoides totais quantificados por Piovesana e Norena (2019), obtiveram
teores de 0,349 a 0,598 mg/g de extrato em b.s, destacaram-se miricetina 3-sambubidsido
(0,0506 a 0,08712 mg/g b.s) quercetina 3-sambubiosido (0,152 a 0,262 mg/g b.s), quercetina 3-
rutinosideo (0,110 a 0,183 mg/g b.s), quercetina 3-glicosideo (0,013 a 0,017 mg/g b.s),
Kaempferol 3-O-rutinosideo (0,021 a 0,030 mg/g b.s) e as antocianinas (5,456 a 10,084 mg/g
b.s). Para Piovesana (2016), os é&cidos fendlicos, o &cido 3-cafeoilquinico e &cido 5-
cafeoilquinico, com 79,22 £ 7,01 e 68,35 + 0,19 mg/100g de massa fresca, representam 15 e 13
%, respectivamente, do total de compostos fendlicos presente no célice de hibisco.

Em relacdo aos resultados obtidos por Piovesana e Norena (2019), percebe-se que 0
menor valor de extracdo foi obtido nas menores condi¢Ges e 0 maior valor de extracdo nas
maiores condicdes de tempo (3 h), temperatura (35 °C), velocidade de agitacdo (200 rpm) e
quantidade de enzima (0 g), sendo evidente a influéncia das variaveis investigadas na obtencéo
dos resultados. Os autores utilizaram condi¢des mais brandas de temperatura na extragdo, mas
aliado as outras condi¢fes investigadas obtiveram resultados significativos, que mostram que
as variaveis avaliadas juntamente com o uso de agua acidificada influenciaram na extracao de
compostos fenolicos e apresentam-se bastante promissores para serem utilizados.

Em um estudo realizado por Barbosa et al. (2020) para a quantificacdo de compostos
fendlicos no extrato aquoso de célice de H. sabdariffa, foram utilizadas 3 marcas de célice seco
de hibisco, submetidas a infusdo utilizando 1,25 g de calices secos e 250 mL de agua filtrada a
temperatura aproximada de 90 °C, que foram adicionados em béqueres de vidro. Os recipientes
permaneceram em infusdo por 15 min e em seguida foram armazenados em garrafas plasticas
a temperatura ambiente (27 °C + 2). Os autores obtiveram um teor de compostos fendlicos que
variou 12,24 mg EAG/100 mL a 14,16 mg EAG/100 mL. Variagdes nos resultados obtidos nos
estudos podem estar relacionadas com a quantidade de amostra, tempo de extragdo, temperatura
do solvente, e métodos analiticos utilizados. Nesse sentido, experimentalmente na temperatura
de 90 °C por 20 minutos foi obtido um teor de 29,10 mg EAG/100 mL, um teor mais elevado
do que o obtido por Barbosa et al. (2020) mesmo que utilizaram a mesma temperatura e apenas
5 minutos de diferenca no tempo de infusdo.

Sobotta, Pinho e Oliveira (2016), realizaram a analise de um cha obtido a partir da

infusdo aquosa do hibisco por meio 5 g de calice seco e 200 mL de agua a temperatura de 80
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°C, com repouso por 15 min, seguido de filtracdo. Os autores obtiveram um teor de polifenois
totais de 37,4 + 0,09 mEqG.g* (miliequivalente de acido galico).

O teor de antocianinas monomeéricas, no cha de hibisco, variou de 0 a 85,9 mg
delfinidina 3-sambubiosideo/L (Tabela 4). Em um estudo realizado por Piovesana (2016), para
a extracdo, identificacdo, quantificacdo e microencapsulamento por atomizacéo e liofilizagao
de compostos bioativos dos célices de hibisco, as antocianinas representam a maior parcela dos
compostos nos calices de hibisco, sendo elas a delfinidina 3-sambubiosideo e cianidina 3-
sambubiosideo, com 218,17 + 12,69 e 70,42 + 5,26 mg/100 g massa fresca, esses valores
representam 41% e 13% do total de compostos fendlicos. J& em uma analise realizada por Oboh
(2008), apontam valores de 13,3 mg/g™, em extratos aquosos de calices de H. sabdariffa, que
foram obtidos a partir da extracdo de 1g de calice em 100 mL de &gua quente por 5 minutos.

Outro estudo realizado por Barbosa et al. (2020), para quantificar o teor de antocianinas
monomeéricas em H. sabdariffa os autores usaram 3 marcas de calice seco de hibisco. A infuséo
foi elaborada com a adicdo de 1,25 g de calices secos e 250 mL de &gua, a 90 °C por 15 min. O
teor de antocianinas monomeéricas, determinada pelo método do pH diferencial, variou de 24 a
50 £ 0,0 mg/L mL, quantidade menor do que a obtida neste estudo, no qual em condicdes
semelhantes de 90 °C por 20 minutos foi obtido um teor de 75,03 mg delfinidina 3-
sambubiosideo/L. Variacfes como essa podem ocorrer devido a proporc¢do do sélido e solvente,
uma vez que esse é um fator que também afeta no teor de compostos obtidos.

Além disso, Januério et al. (2018), com o objetivo de avaliar o processo de extracdo e
estabilidade de um cha de hibisco, determinaram o teor de antocianinas. Os autores prepararam
o0 chéa utilizando 5 g de calice, 200 mL de agua a temperatura de 75 °C e tempo de 15 minutos
para a extracdo a quente e para extracdo frio utilizaram &gua a 25 °C por um tempo de 2 horas.
Os chas foram armazenados a 4 °C e analisados durante 4 semanas. O teor de antocianinas foi
maior quando a extracdo foi feita a 75 °C (66,02 mg Cianidina-3-glicosideo/g) do que a 25 °C
(34,96 mg Cianidina-3-glicosideo/g) na primeira semana de andlise. Estes dados mostram que
a temperatura e o tempo de infusdo sao fatores que afetam na extracdo dos compostos do calice
de hibisco, ja que o0 maior teor obtido para o cha quente. A temperatura é um fator que facilita
a extracdo pois aumenta a solubilidade e a difusdo dos componentes que serdo extraidos, um
tempo de extracdo adequado também auxilia na extracdo de quantidade adequada de compostos
(XU; CHANG, 2007).

Jabeur et al. (2017), quantificaram o teor de antocianinas em infuses aquosas de célices
secos de hibisco a 100 °C por 5 minutos, utilizando 500 mg de calices secos e 100 mL de agua

destilada. Também realizaram extragéo hidroetanoélica a partir de 1 g de amostra macerada com
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30 mL de etanol/agua (80:20 v/v), 25 °C a 150 rpm por 1 h. Desse modo, obtiveram um teor de
antocianinas totais de 12,3 + 0,3 mg/g de extrato para a infusao aquosa, no qual 7,0 £ 0,2 mg/g
de extrato sdo referentes a delfinidina-3-O sambubiosideo. Para a extracdo hidroetanodlica,
obtiveram um teor de 12,96 + 0,06 mg/g de extrato, no qual 7,03 + 0,04 mg/g é referente a
delfinidina-3-sambubiosideo. Os autores obtiveram valores bastante elevados em comparacao
com o presente estudo, essas variacdes ocorrem devido a diferengas na metodologia empregada.
Além disso, percebe-se que 0 uso de solventes distintos promove uma extracdo mais ou menos
eficiente. Desse modo, pode-se deduzir que solvente é algo que também possui alta influéncia
na quantificacdo de compostos organicos como a antocianina, sendo estes solveis em agua e
em solventes organicos polares (PEREIRA; NASCIMENTO, 2016).

No estudo apresentado por Maciel et al. (2012), utilizaram 400 g de calice de hibisco
para 1000 mL de solvente alcodlico por 15 dias, obtiveram um resultado de 85,9 mg.100g™* de
antocianinas no extrato. Ainda, em analises realizadas por Almeida (2017), sobre a
quantificacdo de antocianinas em célices de hibisco, os extratos aquosos foram preparados por
meio da infusdo, 400,09 g de calice seco processados em 2,0 L de dgua destilada a 80 °C durante
1 h e posteriormente liofilizadas, sendo que o perfil e quantificacdo de antocianinas foi
determinado por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os autores quantificaram a
delfinidina-3-sambubioside (0,524 mg/mL) e cianidina-3-glicosideo (0,225 mg/mL). Piovesana
e Norena (2019), quantificaram e determinaram as principais antocianinas totais encontradas
em calice de hibisco, Delfinidina 3-sambubiésido (4,0355 a 7,5157 mg/g b.s) e Cianidina 3-
sambubiosido (1,4207 a 2, 5683 mg/g b.s), indicativo de que a antocianina que esta presente e

em maior quantidade no ché de hibisco é a Delfinidina 3-sambubiésideo.

5.3 Efeito da temperatura e tempo no teor de conteudo fendlicos totais e antocianinas

monoméricas no cha de hibisco

A partir da estimativa do contetdo fendlico total do cha de hibisco (H. sabdariffa),
analisou-se o efeito do tempo e temperatura na funcdo-resposta investigada. De acordo com a
analise de regressdo e variancia (ANOVA) para o teor de contetdo fendlicos (Tabela 6),
observou-se que o termo linear foi significativo para a variavel x; (temperatura) e x> (tempo).
Os termos da interacdo x1.x2 ndo foram significativos. O modelo para estimar o teor de contetido
fendlicos pode ser descrito como Yi1= 21,9+ 6,9.x1 + 4,3.x2. A funcdo-resposta Y1 (teor de
compostos fendlicos) apresentou coeficiente de determinagio (R?) de 0,87, indicando que o

modelo se ajustou adequadamente aos dados experimentais (Tabela 6).
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Tabela 6 — Andlise de Variancia (ANOVA) dos modelos obtido pela aplicacdo da metodologia de superficie de

resposta aos dados experimentais

Fator Grau de SS F P
liberdade

y1 = Teor de compostos fenolicos totais

X1 1 284,0064 33,65740 0,000663
X> 1 111,1982 13,17801 0,008396
Erro 7 59,0671

y2 = Teor de antocianinas monomeéricas

X1 2 5508,374 37,03640 0,002625

X2 1 598,934 8,05405 0,046964

X1"Xz 2 1883,318 12,66278 0,018605
Erro 4 297,457

X1 € X2 880 0s niveis codificados de X; (temperatura em °C) e X, (tempo em h) varidveis independentes.
SS=soma dos quadrados. Valor de p = significativo abaixo de 0,05.

Fonte: Autoria prépria (2022).

No grafico de superficie de resposta (Figura 9) observa-se que, com 0 aumento da
temperatura (X1) e do tempo (Xz), o cha de hibisco apresentou maior teor de compostos

fendlicos.
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Figura 9 — Superficie de resposta gerada para o teor de compostos fendlicos totais, em funcéo da temperatura de

infusdo (x1) e tempo de infuséo (x;) do calice de H. sabdariffa x; = -1 (60 °C), 0 (75 °C) e +1 (90 °C); x2=-1 (6
min), 0 (20 min) e +1 (35 min).

Os resultados do delineamento experimental e grafico de superficie de resposta
permitem observar a influéncia significativa dos parametros escolhidos nas variaveis resposta.
Quando a infusdo foi realizada no nivel maximo das variaveis independentes (x1:1; X1:90 °C)
e tempo (x2:1; X2:35 min) obtiveram o maior teor de extragdo de compostos fenolicos (30,79
mg EAG/100mL). Isso ocorre devido a maior solubilizacdo dos compostos quando a
temperatura é elevada, uma vez que temperaturas maiores favorecem a penetracdo do solvente
na matriz, processo que facilita a transferéncia de massa e consequentemente se obtém uma
maior extracdo (CARDENAS-TORO et al., 2015). Estudos adicionais sdo necessarios para
indicar se as condigdes de tempo e temperatura investigadas promoveram a maxima extracdo

de compostos fenolicos.

Em uma andlise realizada por Azza, Ferial e Esmart (2011), para a extracdo de
compostos fendlicos de calices de hibisco foram usados diferentes solventes etanol acidificado
com HCI 1,5N/L (85:15, v/v), etanol acidificado com &cido citrico 1%, solugéo de &cido citrico
em concentracao de 2% e agua destilada, perceberam que etanol acidificado com 1% de extrato
de &cido citrico para a extragdo de compostos fendlicos apresentou maior concentracdo de

fenolicos totais que os demais solventes o contetdo fendlico total foi (43,06 mg/g como acido

29
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gélico) e 0o menor teor obtido foi utilizando 4gua destilada, 38,39 mg/g como &cido gélico, valor
que ficou relativamente proximo ao obtido por esse estudo. Diante disso, é notavel que a
polaridade dos solventes afeta a extracdo dos compostos fenolicos. Segundo Del-Ré e Jorge
(2011), a extracéo de compostos fenolicos € bastante influenciada pela polaridade dos reagentes
utilizados, ou seja, quanto maior a polaridade do solvente, maior sera a quantidade de
compostos fendlicos extraidos. Isto pode influenciar na solubilidade dos extratos em agua, uma
vez que se fossem utilizadas solventes mais polares poderiam se obter maiores teores extraidos.
Por outro lado, a infusdo aquosa do célice de hibisco pode ser ingerida pelas pessoas na forma
de cha, o que poderia ndo ser possivel pela adicdo de outros compostos que melhorem a
extragéo.

Para quantificar o teor de antocianinas monomeéricas totais no cha de hibisco (H.
sabdariffa) verificou-se o efeito do tempo e temperatura na funcéo-resposta investigada. De
acordo com a andlise de regressao e variancia (ANOVA) para o teor de antocianinas (Tabela
5), percebeu-se que os termos foram significativos para a variavel x; (temperatura) e x> (tempo).
Os termos da interacdo Xi1.X» foram significativos. O modelo para estimar o teor de
antocianinas totais pode ser descrito como Y2= 45,8 + 29,8.x1 + 4,5. X1 + 9,9.X2 + 6,8 X12.X2 —
13,1 x12.x22A funcio-resposta Y, (teor de antocianinas totais) apresentou coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,96, indicando que o modelo se ajustou adequadamente aos dados
experimentais.

No grafico de superficie de resposta (Figura 10) observa-se que, com 0 aumento da

temperatura (X1) e do tempo (X2), o cha de hibisco apresentou maior teor de antocianinas.
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Figura 10 — Superficie de resposta gerada para o teor de antocianinas, em funcéo da temperatura de infusdo (x1) e
tempo de infusdo (x2) do célice de H. sabdariffa x1 = -1 (60 °C), 0 (75 °C) e +1 (90 °C); x2 = -1 (5 min), 0 (20
min) e +1 (35 min).

No entanto, os resultados do delineamento experimental mostraram que a partir de um
determinado ponto, o grafico comeca a apresentar uma curvatura indicando declinio na extracédo
de antocianinas, esse fato indica que as antocianinas sdo sensiveis a determinadas condi¢des de
extracdo e isso influencia na quantidade de antocianinas no que € extraida no cha de hibisco.
Nesse sentido, 0 maior teor extraido foi 85,9 mg delfinidina 3-sambubiosideo/L, e foi obtido
em um ponto intermediario, temperatura (x1:0; X1:75 °C) e tempo (x2:1; X2:35 min).

Os dados obtidos nesses experimentos indicam que em condi¢des mais elevadas de
temperatura e tempo, pode ocorrer a degradacdo das antocianinas. 1Sso ocorre porque quanto
maior a temperatura aplicada na solucdo de extracdo antocianinas, maior € a sua degradacao.
Além da temperatura, a degradacdo é ainda mais acentuada quando se aumenta o pH do meio,
ja que séo mais estaveis em condicOes acidas (STRINGHETA, 1991). Desse modo, Lopes et
al. (2007) concluiu que a estabilidade da cor das antocianinas é afetada por diversos fatores
como pH, copigmentacao, luz, temperatura, metais e oxigénio.

Em um estudo realizado por Azza, Ferial e Esmart (2011), para a extragéo de pigmentos
naturais (antocianinas) de calices de hibisco foram usados diferentes solventes (etanol
acidificado com HCI 1,5N/L (85:15, v/v), etanol acidificado com &cido citrico 1%, solucdo de

acido citrico em concentragdo de 2% e &gua destilada) e o maior teor obtido foi de 1386
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mg/100g Cianidina 3-glucosideo utilizando etanol acidificado com 1,5 N/L HCI (85: 15) e 0
solvente que obteve menor extracdo foi a dgua destilada com um teor de 545.39 mg/100g
Cianidina 3-glucosideo, neste caso o etanol acidificado com HCI 1,5N/L (85:15, v/v foi o
melhor solvente. J& para Sampaio (2008), o melhor solvente para extrair antocianinas é o
metanol, mas sua utilizacdo ndo € interessante quando se elabora um produto para consumo
humano, como é o caso do cha de hibisco. Desse modo, Gomez-Plaza et al. (2006), destacam
que a agua e solventes hidroalcoolicos sdo os mais indicados para a obtencdo de corantes ou
produtos antioxidantes que serdo destinados a industria alimenticia.

Com o aumento da temperatura e tempo de infuséo, era esperado aumento na extracéo
de compostos fenolicos, devido ao aumento na permeabilidade das paredes celulares e
consequente aumento de solubilidade e a difusdo dos componentes. De forma geral, neste
estudo, condi¢cdes mais elevadas de tempo e temperaturas promovem maior teor de compostos
bioativos no cha de hibisco, embora seja conhecido que condicBes elevadas destas variaveis
possam causar a degradacdo dos compostos fendlicos e antocianinas. Assim, para definir a
melhor condicdo de infusdo para o cha de hibisco, aplicou-se o perfil de desejabilidade que
avalia os resultados obtidos pelo modelo matematico das fungdes-respostas (Y estimado). O maior
teor de compostos bioativos foi obtido quando o ché foi elaborado com infusdo a 90 °C por 35

minutos.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que, considerando as variaveis investigadas, a melhor
condicdo para realizar a infusdo do célice de hibisco foi 90 °C por 35 minutos. Essa condicéo
de infusdo favoreceu a extracao de teores de compostos fendlicos e antocianinas, possivelmente
sem degrada-los. Diante disso foi possivel estabelecer uma condicdo de preparo do cha de
hibisco que é possivel de ser realizada industrialmente e também pelo consumidor, melhorando
as propriedades benéficas associadas ao consumo dessas bebidas. Estudos complementares
podem ser realizados para otimizar a extracdo de compostos bioativos do calice de hibisco,

incluindo o efeito das varidveis propor¢éo solido: liquido, solventes e granulometria do calice.
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