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RESUMO

A espécie Hibiscus sabdarifa L. é apreciada devido ao seu gosto peculiar e
também por conta das suas propriedades antioxidantes. Atualmente, € utilizada
como alimento humano, aromatizante, para artesanato e ornamentacao. Aliado
a grande quantidade de antocianinas presentes em sua composi¢gdo, a sua
utilizagdo na industria alimenticia vem sendo explorada. Este trabalho teve
como objetivo obter extratos de hibisco com atividade antioxidante, por meio
dos processos de extragdo em micro-ondas, ultrassom e com liquido
pressurizado (PLE). Foi utilizada combinagédo de etanol e agua como solvente.
As respostas analisados foram os rendimentos, teor de fendlicos totais,
atividade antioxidante, além do indice de atividade oxidativa dos extratos
aplicados na maionese caseira com Oleo de chia. Dentre as técnicas, a que
apresentou melhor rendimento foi a extragdo por micro-ondas (78,5%2 + 2,5 e
82,2% 2+ 0,5). A técnica por ultrassom foi a que se mostrou mais eficiente para
a obtencao de extratos com alto teor de fendlicos totais e alta capacidade
antioxidante, sendo assim a mais adequada para realizar a extracao dos

compostos.

Palavras-chave: Antocianinas. Antioxidantes. Extragao por solventes.



ABSTRACT

The species Hibiscus sabdarifa L. is appreciated due to its peculiar taste and also
because of its antioxidant properties. Currently, it is used as human food,
flavoring, for crafts and ornamentation. Combined with the large amount of
anthocyanins present in its composition, its use in the food industry has been
explored. This work aimed to obtain hibiscus extracts with antioxidant activity,
through the extraction processes in microwave, ultrasound and pressurized liquid
(PLE). A combination of ethanol and water was used as the solvent. The
responses analyzed were yields, total phenolic content, antioxidant activity, in
addition to the oxidative activity index of extracts applied to homemade
mayonnaise with chia oil. Among the techniques, the one with the best
performance was microwave extraction (78.5%2 + 2.5 and 82.2% 2 + 0.5). The
ultrasound technique was the one that proved to be the most efficient for obtaining
extracts with a high content of total phenolics and high antioxidant capacity, thus

being the most suitable to perform the extraction of the compounds.

Keywords: Anthocyanins. Antioxidant. Solvent extraction.
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INTRODUCAO

A preocupacao da populagdo em consumir alimentos naturais e com qualidade
tem aumentado gradativamente, pois a maioria dos alimentos consumidos contém
conservantes e antioxidantes sintéticos. Com isso a busca por produtos com apelo
natural, faz com que a industria alimenticia aumente sua produgcdo voltada a
alimentos frescos, com conservantes naturais e com garantia de qualidade, o que
faz com que o mesmo fique mais atrativo para o consumidor (MACIEL et al.,
2012).

O Hibiscus sabdariffa L., conhecido popularmente como hibisco, rosela,
groselha ou azedinha, apresenta em sua composicdo polifendis, flavondides,
antocianinas e também é rico em vitaminas. E caracterizado por uma coloracdo
avermelhada e um sabor acido adstringente, atraindo a atengédo da industria de
alimentos (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016).

O consumo dos antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos, inibe a
formagdo dos radicais livres e é associado a menor incidéncia de doengas
relacionadas ao estresse oxidativo (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016).

A acao antioxidante dos componentes ativos depende da estrutura quimica e
da concentragdo dos seus constituintes na planta de origem, tendo em vista que
sado influenciados por fatores genéticos, adubacdo e condi¢des ambientais, e

também do grau de maturacéao e variedade da planta (RAMOS et al., 2011).

Com a necessidade de reduzir os residuos gerados pelas industrias,
juntamente com o grande poder de fornecer compostos com alto valor, o estudo
de tecnologias mais sustentaveis se faz necessario e quando introduzido esse
conceito, deve-se considerar a eliminagédo ou redugdo do uso de substancias
quimicas, minimizando a utilizagdo de energia, manejo correto dos subprodutos e
também a seguranga do operador (GALUSZKA et al., 2013).

As técnicas verdes vém explorando os processos de extragdo, sendo
incluido também como conceito de extragao verde, que € baseado na descoberta
e desenho dos processos de extragdo que ira reduzir o consumo de energia, a
utilizacao de solventes alternativos e renovaveis provindos de produtos naturais, e
assegurar que o extrato seja seguro e tenha qualidade (CHEMAT et al., 2012;
ZUIN; PEREIRA, 2013; ZUIN, 2016).
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Sabendo que a busca por alimentos com compostos naturais e com
qualidade vem aumentando diariamente, e tendo conhecimento de que os
compostos antioxidantes sintéticos tem o seu uso restrito em relacéo a aplicacao
e quantidade, busca-se com esse trabalho contribuir para caracterizacido dos
compostos presentes no Hibiscus sabdariffa L., com intuito de implementar o seu

uso como antioxidante natural.
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1. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos com potencial antioxidante a partir de Hibiscus sabdariffa L.,
por meio das extragdes em micro-ondas (MAE), ultrassom (US) e com liquido

pressurizado (PLE) e caracteriza-los em relagéo ao potencial antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obter extratos do calice de Hibiscus sabdariffa L., por meio dos processos
de extragdo em micro-ondas, ultrassom e liquido pressurizado (PLE);

— Avaliar a influéncia dos parametros de processo, como pressao e
temperatura, em termos de rendimento de extragcdo, para os métodos
empregados;

— Determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos dos
extratos obtidos a partir de Hibiscus sabdarrifa L. e verificar a relagdo com o
meétodo de extragdo empregado.

— Aplicar o extrato em maionese com Oleo de chia e avaliar o indice de

oxidacéo lipidica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 HIBISCO

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) € pertencente a classe das Dicotyledonae,
familia Malvaceae e género Hibiscus, sendo cultivado em regi6es de clima tropical
e subtropical (ISMAIL et al., 2008) e popularmente conhecido como, azedinha,
groselha, rosella. Veio para o Brasil por meio dos africanos, através do trafico de
escravos (MACIEL et al., 2012).

O hibisco (Figura 1) € uma planta herbacea, de clima subtropical, que pode
chegar a até 1,5m de altura, de caule arroxeado, flores solitarias que duram um
dia e produz frutos vermelhos conhecidos por célices (SAYAGO-AYERDI et al.,
2007). Na sua composicdo sao encontrados minerais, vitaminas, compostos
fendlicos e antocianinas, que séo responsaveis pela coloragcao vermelha do calice.
Estudos indicam que o consumo de H. sabdariffa L. trazem beneficios a saude por

conta do alto poder antioxidante associado a sua composicéo (LIN et al., 2007).

Figura 1- Planta do Hibiscus sabdariffa L.
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Fonte: BACKWATER BOTANICS (2014).

3.2 TECNOLOGIAS VERDES

Existe uma preocupacdo crescente quando se diz respeito ao

desenvolvimento cientifico e a geracdo de residuos. A medida que vem sendo
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introduzidos processos, também sao buscadas medidas que amenizem, reduzam ou
até mesmo zerem a geragao de subprodutos quimicos (TSUKUI; REZENDE, 2014).

O desenvolvimento e o uso de solventes que tenham um baixo potencial de
agressao ao meio ambiente € uma das linhas de tecnologias verdes que esta sendo
mais avangada nos ultimos anos. A Quimica Verde (Quadro 1) teve inicio nos EUA
pela Environmental Protection Agency (EPA)- Agéncia de Protegdo Ambiental, em
colaboracdo com a American Chemical Society (ACS) - Sociedade Americana de
Quimica e o Green Chemistry Institute, que implementaram programas que visavam
a prevencado e o controle dos poluentes. Desde entdo, os demais paises vém
incentivando pesquisas na inovagao e desenvolvimento que vao de encontro aos
principios da Quimica Verde (TSUKUI; REZENDE, 2014).



Quadro 1 - Os 12 principios da Quimica Verde.
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1. Prevengao.

Evitar a geracdo de residuo é
melhor do que trata-lo apds sua
producao.

2. Economia de Atomos.
Métodos sintéticos devem ser
planejados com intuito de
maximizar a incorporagdo de
todos os atomos dos materiais de
partida no produto final.

3. Sintese de Produtos Menos
Perigosos.

Quando viavel, a sintese de um
produto quimico deve utilizar e
gerar substdncias que possuam
pouca ou nenhuma toxicidade a
saude humana e ao meio
ambiente.

4. Planejamento de Produtos
Seguros.

O emprego de produto quimico
deve ser planejado de modo que
realize a fungdo desejada e ao

5. Solventes e Auxiliares

mais Seguros.

O uso de substancias auxiliares
deve ser descontinuado sempre
que possivel e quando utilizadas

6. Busca pela Eficiéncia de
Energia.

O uso de energia deve ser
minimizado. Sempre que possivel,
nos processos quimicos deve-se

mesmo tempo nao seja toxico. devem ser indcuas. utilizar temperatura e presséo
ambiente.

7. Uso de Fontes Renovaveis 8. Evitar a Formacgao de 9. Catalise.

de Matéria Prima. Derivados. Reagentes cataliticos (téo

A utilizagdo de matérias-primas A derivatizagdo desnecessaria | seletivos quanto possivel)

renovaveis deve ser escolhida deve ser minimizada ou, se | sdo melhores que reagentes

em detrimento de fontes nao
renovaveis quando aplicar

técnica economicamente

viavel.

possivel, evitada, porque estas
etapas requerem reagentes
adicionais e  podem
residuos.

gerar

estequiométricos.

10. Planejamento para a
Degradacao.

Os produtos quimicos precisam ser
planejados de tal modo que,
ao final de sua fungao,
fragmentem em produtos de
degradacao inécuos e nao
persistam no ambiente.

se

11. Andlise em Tempo Real

para a Prevencao da Poluigao.

E necessario o desenvolvimento
de metodologias analiticas que
viabilizem o monitoramento do
processo, antes que ocorra a
formagéo de substancias nocivas.

12. Quimica Intrinsecamente
Segura para a Prevencao de
Acidentes.

As substancias, e seu modo de
uso deve ser escolhidos a fim de
minimizar  potencial acidente
quimico.

3.3 METODOS DE EXTRAGCAO

Fonte: Anastas e Warner (1998).

A qualidade dos extratos obtidos de uma matéria-prima esta fortemente

relacionada a técnica de extracdo empregada, e a qualidade dos extratos é
medida pelo perfil quimico do produto (FRANCA, 1999; BRUNNER, 1994).

Os processos de extragcao visam separar determinados compostos de uma

matriz, por processos fisicos, quimicos ou mecanicos. Basicamente existem trés

tipos de processos de extragdo: solido-liquido, liquido-liquido e gas-liquido
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(LIADAKIS, GEORGE; TZIA, 2003). Esses processos agem para que a retirada da

substancia de interesse seja a mais completa e seletiva possivel.

3.3.1 EXTRACAO COM LiQUIDOS PRESSURIZADOS (PLE- PRESSURIZED
LIQUID EXTRACTION)

A PLE consiste em combinar temperatura e pressao elevada a solventes
liquidos a fim de obter extragdes rapidas e eficientes de compostos ativos, em um
curto espago de tempo e com utilizagdo de uma pequena quantidade de solvente.
As altas temperaturas estdo relacionadas com a redugcdo da viscosidade do
solvente, o que facilita a solubilidade dos compostos de interesse, aumentando o
seu rendimento (STALIKAS, 2007).

Sua principal vantagem ¢é a utilizagao de temperaturas acima do ponto de
ebulicdo (80 a 200 °C) dos solventes, que séo pressurizados a 10,4 MPa (1500
psi) o que os mantém no estado liquido. Esse método permite que a extragéo seja
conduzida em um ambiente livre de luz e de oxigénio, o que favorece a sua

utilizacao para a obtengao de compostos nutracéuticos (STALIKAS, 2007).

3.3.2 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

O ultrassom é um processo que utiliza energia de ondas sonoras
imperceptiveis a capacidade auditiva humana. As ondas criam variagdes na
pressdao do liquido, gerando cavitacdo, e as forcas de cisalhamento causam o
aumento da transferéncia de massa dos compostos a serem extraidos. Durante o
processo as temperaturas chegam a atingir cerca de 5.000 K e pressdes de

aproximadamente 200 bar (JI et al., 2006).

Este processo esta sendo cada vez mais utilizado por gerar maior rendimento
de extragdo, aumento na taxa de extragao, redugao de tempo e outras vantagens
(VILKHU et al., 2008). A gama de aplicagdes na extragdo por ultrassom inclui
ervas, Oleos, proteinas e compostos bioativos de material vegetal e animal, como
as antocianinas, por exemplo (SORIA; VILLAMIEL, 2010).
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3.3.3 EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

As micro-ondas sao ondas eletromagnéticas que atuam com frequéncia variada
entre 0.3 e 300 GHz. Seu aquecimento resulta da rotagdo das moléculas e a
conducao iénica. Para que seu mecanismo funcione, as moléculas de interesse e o
solvente utilizado devem possuir um momento dipolar. Enquanto ocorre a extragao,
o solvente é aquecido assim como a agua que encontra-se presente no interior das
células, o que gera uma pressdo na parede celular, causando sua ruptura e com
isso a liberacédo do conteudo intracelular (TATKE; JAISWAL, 2011).

Existem dois sistemas de extragdo por micro-ondas: vaso aberto que é mais
seguro e possui menor custo, porém demanda um periodo maior de extragao, e
vaso fechado, onde as temperaturas sdo superiores ao ponto de ebulicdo do
solvente, o que proporciona menor tempo de extracdo e elevada eficiéncia
(DELAZAR et al., 2012).

3.3.4 COMPARAGCAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO

O Quadro 2 apresenta uma comparagao entre as vantagens e desvantagens

de cada um dos métodos, segundo a literatura consultada.
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Quadro 2- Vantagens e desvantagens das diferentes técnicas de extragédo aplicavel ao
estudo de plantas.

Técnica Vantagens Desvantagens

Método rapido; requer minima |Depende da matriz, tem custo muito

. L. quantidade de solvente; nao [elevado.
Extragdo com Liquido

requer filtragao; totalmente
Pressurizado (PLE) g ¢

automatizado e facil de operar

Método trabalhoso; requer grande
Método rapido, ndo depende da quantidade de amostra; requer
Extragao por Ultrassom matriz, tem baixo custo. grande quantidade de solvente;
filtracdo e exposigdo aos vapores do

solvente.

Método rapido; requer pequena
Requer filtragdo; usa solventes polares;
necessita de limpeza a cada extragéo e

Extragéo assistida por 0o controle completo dos [tfem custo moderado; requer altas
temperaturas.

quantidade de solvente; permite

Micro-ondas parametros de extracdo; permite
0 processamento simultaneo de

12 amostras

Fonte: Ozcan e Ozcan (2004).

3.4 ANTIOXIDANTES

A funcao dos antioxidantes € retardar e prevenir a oxidagdo dos substratos,
impedindo a formacgao dos radicais livres (RIBEIRO, 2011). Os antioxidantes podem
ser extraidos de varias espécies de plantas, normalmente se extrai daquelas que
sao usadas como condimentos, por serem excelentes fontes de compostos fendlicos
(BENELLI, 2010).

Entre os compostos presentes nos vegetais incluem-se os tocoferdis,
carotenoides, acido ascoérbico, compostos fendlicos e antocianinas, que variam de

acordo com seu conteudo e diversidade entre as espécies (PRATA, 2009).

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e ainda
enzimas, que blogueiam o efeito danoso dos radicais livres. O termo antioxidante
tem como significado “impedir a oxidagao das substancias quimicas” que ocorre nas

reacdes metabdlicas. Sao obtidos pelos alimentos, encontrados na sua maioria nos
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vegetais, 0 que explica parte da agado saudavel que as frutas, hortalicas e cerais
causam no nosso organismo (BENZAQUEN, 2009).

3.5 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, que além de serem
responsaveis por suas funcgodes fisioldgicas, também estao relacionados com a
atividade antioxidante da planta. Os compostos fendlicos sao considerados
conservantes naturais, pois s&o capazes de inibir a oxidag&o lipidica e também a

contaminagao microbiana (SILVA, 2016).

Os compostos fendlicos vém sendo utilizados na industria alimenticia, por sua
eficacia na oxidacao lipidica. A utilizacdo desses compostos como antioxidantes nos
alimentos pode contribuir para aumentar a vida util do produto. Os produtos
resultantes da acdo antioxidante dos compostos fendlicos sao estaveis devido ao

anel aromatico que possui em sua estrutura (ACHKAR et al.,2013).

De acordo com Del-Ré e Jorge (2011) as atividades antioxidantes estao
relacionadas com a presenca dos compostos fendlicos e a extracdo desses
compostos esta altamente influenciada pelos reagentes utilizados, ou seja, quanto
maior a polaridade do solvente, maior sera a quantidade de compostos fendlicos
extraidos. O que pode influenciar também na alta ou baixa solubilidade dos extratos

em agua.

3.6 INDICES DE ESTABILIDADE OXIDATIVA

A oxidacao é uma das principais causas da perda de qualidade dos alimentos
durante o seu processamento e armazenamento. Os alimentos podem oxidar devido
a varios fatores: reacdes hidroliticas, oxidagdo enzimatica, fotoxidagao e também por
autoxidagao, o que é um dos principais mecanismos de deteriorizagcdo dos 6leos e
gorduras (BERGER; HAMILTON,1995), e ocorrem de acordo com o ambiente em

que se encontram e 0 meio oxidante.

A estabilidade oxidativa é um dos parametros globais para a avaliagédo da

qualidade de 6leos e gorduras, e ndo depende somente da composi¢do quimica,
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mas também da qualidade da matéria-prima, e as condigbes de preparo e
estocagem (ANTONIASSI, 2001).

Um dos fatores que é indispensavel para o estudo da estabilidade oxidativa,
sao as condicdes experimentais, pois a presenca de antioxidantes no meio e a
temperatura exercem influéncia consideravel na degradagdo do alimento
(FARHOOSH, 2007).

Dentre os métodos acelerados para medir o indice de capacidade oxidativa
(OSl) destaca-se o Rancimat (AOCS Official Method 12b-92), que foi desenvolvido
para determinacdo automatizada do periodo de indugdo. O teste € baseado na
oxidagao forcada no qual ocorre a injecdo de um fluxo de ar continuo e uma
temperatura elevada (120°C). Os compostos volateis que sdo formados durante a
oxidagao da amostra, sdo coletados em um frasco contendo agua destilada. Muitos
compostos sdo acidos com baixo peso molecular, que vao alterar o valor da
condutividade da agua, que € medida continuamente, e o periodo de indugéo no
ponto de inflexdo, onde a condutividade aumenta exponencialmente. Quanto maior o
periodo de inducdo de uma amostra adicionada de antioxidantes, maior a protecao
oferecida (KRISTTOT, 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de extragao foram desenvolvidos em parceria com o Laboratério
de Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Foi utilizado para as extragdes hibisco seco, adquirido em

Floriandpolis, Santa Catarina.

As analises para medida de estabilidade oxidativa dos extratos empregados
em maionese caseira foram realizadas em parceria com o Laboratorio de Técnicas
Fototérmicas e Espetrofotometria Optica (DAFIS) da Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana — Campus Medianeira (UTFPR).

4.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

As amostras de hibisco foram adquiridas no comércio local de Floriandpolis e
foram submetidas ao processo de moagem em moinho de facas (De Leo, Porto
Alegre/RS, Brasil). A matéria-prima triturada foi entdo acondicionada em
embalagens de polietileno transparente e estocadas em refrigerador a — 2 °C até o

momento das extracdes.

4.2 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

O equipamento (Figura 2) assim como o procedimento experimental foram
descritos por Andrade, Trivellin e Ferreira (2017). O leito foi preenchido com 3 g de
amostra, esferas de vidro e algodao. Uma mistura de etanol e agua 70:30 (v:v)
acidificada com 1% de acido citrico, foi utilizada como solvente e bombeada para o
leito a uma vazao de 3 mL min-! por uma bomba de HPLC (Waters, modelo 515,

EUA) até que o mesmo atingisse a pressao de 100 bar.

O solvente passou por um banho de aquecimento (Microquimica, Brasil) para
que alcangasse a temperatura de trabalho (40 °C ou 80 °C), sendo o leito também
encamisado. Apds atingir as condi¢gdes de pressdo e temperatura desejadas, a
valvula que permite a passagem do solvente foi aberta e teve inicio a coleta das
amostras em frascos ambar até o tempo total de 30 minutos de extragdo. O solvente
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presente nos extratos foi removido em evaporador rotativo. As extragdes foram
realizadas em duplicata e os resultados dos rendimentos expressos como média *

desvio padrao.

Figura 2- Extracdo com Liquido Pressurizado

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.3 EXTRAGAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (US)

As extragdes assistidas por ultrassom (Figura 3) foram realizadas de acordo
com Heleno et al. (2016) com algumas modificagdes. Para realizar a extragao, 5 g
de amostra foram pesadas em um béquer de 250 mL, e adicionou-se 100 mL do
solvente (mistura de etanol e agua 70:30 (v:v) acidificada com 1% de acido citrico).
A macroponteira do ultrassom foi submersa no liquido em uma altura de 0,5 cm no
centro do béquer. As extragdes foram realizadas durante 15 minutos em uma
poténcia de 500 W. Apds as extragdes, a solucao foi filtrada em papel filtro
qualitativo QUALY (gramatura de 80 g, 15 cm de diadmetro) e o filtrado obtido foi
evaporado para a remogao do solvente. Em seguida, os extratos acondicionados em
frascos ambar foram armazenados em freezer doméstico, a -18°C. As extracoes
foram realizadas em duplicata e os resultados dos rendimentos expressos como

meédia * desvio padrao.
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Figura 3- Extracao Assistida por Ultrassom

=

S /

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.4 EXTRACAO EM MICRO-ONDAS

As extragdes assistidas por micro-ondas foram realizadas baseando-se no
trabalho de Mazzutti et al. (2017) com algumas modificagbes. O equipamento
utilizado (Figura 4) foi um micro-ondas (MonowaveTM 300, Anton Paar), que opera
até uma pressao de 20 bar, poténcia maxima de 850 W e pode chegar a uma
temperatura maxima de 260 °C. As temperaturas utilizadas foram medidas com a
utilizacdo de um sensor de infravermelho. No frasco de reagéo fabricado em vidro
borossilicato foram adicionados 1 g de amostra, juntamente com 20 mL de solugao

etanol agua 70% (v/v) e uma barra magnética.

O frasco foi fechado com uma tampa de silicone revestido de Teflon e
entdo introduzido no aparelho, onde as condicdes de operagao foram definidas. O
tempo e a agitacado foram fixados em 10 min e 1000 rpm, respectivamente, e as

temperaturas escolhidas foram 80 e 130 °C.

As condi¢des previamente estabelecidas foram executadas pelo micro-
ondas da seguinte maneira: 1) aquecimento até a temperatura desejada, 2) reagéo
(10 minutos a 1000 rpm) e 3) resfriamento utilizando ar comprimido até a
temperatura de 55 °C. Apos as extragdes, as solugcdes foram filiradas em papel
filtro qualitativo QUALY (gramatura de 80 g, 15 cm de didmetro) e o filtrado obtido
foi evaporado para a remocgdo do solvente. Os ensaios foram realizados em

duplicata e os resultados expressos como media + desvio padréao.
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Figura 4- Extrac&o assistida por Micro-ondas

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.5 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Para a determinacao do teor de fendlicos totais, seguiu-se a metodologia
descrita por Kosar, Dorman e Hiltunen (2005), com modificagbes. Os extratos
foram diluidos em etanol-agua 70 %, os quais foram pipetados para um tubo de
Eppendorf de 2 mL que ja continha 0,6 mL de agua destilada, e 50 pL de reativo
de Folin foram adicionados ao meio e entédo a solugao foi agitada em vortex. Apos
a agitacao foram adicionados a este meio 150 yL da solugdo de carbonato de
sédio 20 % (m/v) e 190 yL de agua destilada (Figura 5). Os tubos foram agitados,
e entdo incubados durante 2 h, a temperatura ambiente (25°C) e sob auséncia de
luz. Passado o tempo mediu-se a absorbancia das solugcbes em um
espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 760 nm. As analises
foram realizadas em quadruplicata e os resultados foram expressos em mg de

equivalente em acido galico por grama de extrato (mg EAG/g de extrato).
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Figura 5- Analise de Teor de Fendlicos Totais.

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada por meio do método de captura do
radical DPPH, onde os extratos foram diluidos em etanol-agua 70 % até se obter
uma concentragdo de 10 mg mL-'. As solugbes ficaram em repouso durante 30
min, sob auséncia de luz a temperatura ambiente (25°C) e, em seguida, leu-se as
absorbancias no comprimento de onda de 517 nm (Figura 6). As analises foram
realizadas em quadruplicatas e os resultados foram expressos em pmol de

equivalente em Trolox por g de extrato (umol ET/g de extrato).
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Figura 6- Analise de DPPH.

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.6.2 ABTS

Os extratos foram também analisados por meio do método ABTS, onde foi
preparado em auséncia de luz e sob temperatura ambiente (25°C), uma solugao
de 7mM de ABTS com uma solucédo de 139,8mM de persulfato de potassio. Os
extratos de hibisco, foram diluidos em etanol-agua 70%, até obter-se uma
concentragdo de 10 mg mL-! e entdo foram diluidas na solugdo ABTS preparada
anteriormente, as diluicdes ficaram por 45 min na auséncia de luz e sob
temperatura ambiente (25°), e apds, a absorbancia foi lida a 734 nm. As analises
foram realizadas em quadruplicatas e os resultados foram expressos em pmol de

equivalente em Trolox por g de extrato (umol ET/g de extrato).

4.7 PREPARO DA MAIONESE

A maionese utilizada para realizar a analise de estabilidade oxidativa foi
preparada com leite cru (adquirido de um produtor rural da cidade de Campo Mourao
— Parana) e 6leo de chia prensado a frio (cedido generosamente pelo professor
Leandro Herculano — Departamento Académico de Fisica da UTFPR — MD) e extrato
de hibisco obtidos nas extracdes de PLE 40°C e 80°C e US que séo os extratos com
melhor teor de antioxidantes.
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Foram preparadas 4 formulagdes de maionese, a composi¢ao de cada amostra
esta disposta na Tabela 1. A Unica amostra que nao continha extrato de hibisco foi a

FC (formulagéo controle), que foi usada como base de comparagéo dos resultados.

Tabela 1- Formulagdes das maioneses utilizadas no teste de estabilidade oxidativa.

Formulagdes Composigao
FC 50% leite cru + 50% oleo de chia
FPLE40 49,75% leite cru + 49,75% 6leo de chia + 0,05%

de extrato PLE 40°C

FPLES8O 49,75% leite cru + 49,75% 6leo de chia + 0,05%
de extrato PLE 80°C

FUS 49,75% leite cru + 49,75% 6leo de chia + 0,05%
de extrato US

FC: Formulagao controle; FPLE40: Formulagdo com extrato de liquido pressurizado a 40°C; FPLESO:
Formulagao com extrato de liquido pressurizado a 80°C; FUS: formulagdo com extrato de ultrassom.

Fonte: Autoria propria (2020).

4.8 INDICE DE ATIVIDADE OXIDATIVA

Para medida do indice de estabilidade oxidativa (OSI) foi utilizado o método
proposto pela AOCS (1999) com a utilizacdo do equipamento Rancimat (898

Professional Biodiesel Rancimat, Metrohm).

Em tubos de ensaio grande foram pesados 3 g das formulagdes de maionese,
apos, os tubos foram colocados no equipamento onde foram aquecidos e mantidos a
uma temperatura de 120 °C e fluxo de ar constante de 20L/h. Os compostos
gasosos provenientes da oxidagao lipidica foram arrastados para uma célula onde
continha agua ultra-pura, e entdo a condutividade foi monitorada continuamente até
que atingisse um aumento subito que é revelado na inflexdo da curva, o que permite
identificar o tempo de indugcédo que corresponde ao indice de estabilidade oxidativa.
O OSI é medido em horas (h) (VIEIRA, 2012).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA 10.0
(Statsoft Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, Ok, 74104, USA). Os dados foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey com nivel

de significancia de 5% (p<0,05).

4.10 RENDIMENTOS

O rendimento das equacoes foi determinado através da Equacéo (1):

ME x 100%

Xo= " (1)

Onde: Xo € o rendimento de extragdo expresso em porcentagem; ME é a massa de
extrato obtida, expressa em g; e A € a massa da amostra, expressas em g.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados de rendimento obtidos por meio das

extragdes com liquido pressurizado (PLE), ultrassom (US) e micro-ondas (MAE).

Tabela 2- Resultados de rendimento dos extratos obtidos por meio de extragdo com liquido
pressurizado (PLE), ultrassom (US) e micro-ondas (MAE).

Método de extragéao (°E) (bZr) Rendimento (%)
PLE 40 100 49,0b+ 1.4
80 100 79,22+ 10,3
us Amb Atm 41,45 +12
MAE 80 - 78,52+ 25
130 - 82,22+ 0,5

T: temperatura; P: pressao; PLE: extragdo com liquido pressurizado; US: ultrassom; MAE: extracédo
assistida por micro-ondas; Amb: ambiente; Atm: atmosférica.

Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que as médias n&o diferem ao nivel de 5%
(P<0,05).

Fonte: Autoria propria (2020).

Os extratos que foram submetidos a extragdo PLE a 80 °C obtiveram maior
rendimento em relagdo aos que foram submetidos a extragdo PLE a 40°C, isso se
deve a melhor solubilizacdo dos compostos quando a temperatura € elevada,
favorecendo através da pressao a penetracdo do solvente na matriz, facilitando a
transferéncia de massa (CARDENAS-TORO et al., 2015)

O extrato obtido pelo método US foi o que obteve o rendimento
estatisticamente igual ao PLE 40°C. Porém devido ao fato de que o ultrassom pode
reduzir o tamanho da particula, tal qual haja perda durante o processo de filtragéo, o
que sugere que esse processo em escala, possa nado ser viavel (VINATORU;
MASON; CALINESCU, 2017).

O rendimento dos extratos submetidos a extracdo por MAE, se mantiveram
com resultados préximos, o que € uma das vantagens do micro-ondas, gerar maior
rendimento, com menor tempo e volume de solvente (CIULU et al., 2017; PANJA,
2017; VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).

Os resultados do teor de compostos dos fendlicos totais, DPPH e ABTS estao

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Resultados obtidos na analise do teor de fendlicos totais, analise de antioxidantes
por DPPH e ABTS.

DPPH (umol

Método de T P TFT ET.g") ABTS (umol

extragio (°C) (bar) (mg de EAG.g™) ET.g")
PLE 40 100 27,12+ 1,1 136,9°+£10,3 247,72+ 16,1
80 100 26,99+ 0,9 M1,1°£35 23662+ 12,7
us Amb Atm 27,72+ 2,1 143,42£6,0 223 3a01128
MAE 80 - 18,20 + 2,1 854°£6,8 21212+ 13,9
130 - 20,50 +2,3 99,7°£24  2038°+126

T: temperatura; P: pressao; PLE: extragdo com liquido pressurizado; US: ultrassom; MAE: extracao;
TFT: teor de fendlicos totais.
Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que as médias n&o diferem ao nivel de
5% (P<0,05).

Fonte: Autoria propria (2020).

Embora os compostos fendlicos sejam os principais responsaveis pela
atividade antioxidante de produtos naturais, a sua determinagcéo por esse método,
expressa em termos de acido galico presente na amostra, 0 que nao caracteriza
completamente a atividade antioxidante, representando apenas uma boa estimativa
desta propriedade (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Das amostras analisadas, as melhores médias da concentragdo de
compostos fendlicos, foram os extrato por US, PLE 40°C e 80°C. Segundo Duarte-
Almeida et al. (2006) uma das grandes dificuldades pelo método é a quantidade de
cubetas necessarias para que se possa realizar as replicatas e amostras padrao.

O método de Folin-Ciocalteu ndo fornece valores exatos do teor de fendlicos,
tendo em vista que outros compostos redutores, como o acido ascorbico, também
reagem com o acido fosfotungistico-fosfomoblidico formando o complexo azul de
molibdénio (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

De acordo com a Tabela 3 foi verificado que os extratos que melhor
apresentaram atividade antioxidante pelo método DPPH foi o obtido pela extragao
US (143,4 + 6,0 ymol ET.g™") , seguido do extrato por PLE 40°C (136,9+ 10,3 umol
ET.g") e PLE 80°C (111,1+ 3,5 umol ET.g" ). O extrato que obteve a menor
atividade foi o obtido por MAE 80°C (85,4 + 6,8 umol ET.g™"). Esse método se baseia

na transferéncia dos elétrons de um composto antioxidante para um radical livre,
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DPPH, que ao se reduzir perde a sua coloragdo purpura. Deste modo avalia-se
apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por esse
motivo ndo detecta substancias pro-oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Segundo Re et al. (1999) a técnica do radical ABTS, € recomendada para
avaliar a atividade dos compostos de natureza tanto hidrofilica quanto lipofilica. Os
extratos de H. sabdariffa L. obtidos por meio de PLE 40°C (247,7+ 16,1 umol ET.g™"),
PLE 80°C (236,6+ 12,7 umol ET.g™") e US (223,3+12,8 umol ET.g") apresentaram os
melhores percentuais de inibigdo do radical ABTS, representando maior potencial
antioxidante. Os menores valores foram obtidos por MAE 130°C (203,8+12,6 umol
ET.g") e MAE 80°C (212,1+£13,9 umol ET.g™).

Para a medida de atividade oxidativa foram escolhidos os extratos que
obtiveram os melhores resultados de TFT, DPPH e ABTS, que foram PLE 40 e
80 °C e US.

Tabela 4- Resultados da analise de indice de capacidade oxidativa.

Tratamentos OSl (h)

FC 2,365 + 0,216
FPLE80 3,29220 +0,312
FPLE40 3,7322 + 0,620

FUS 3,8952 + 0,599

Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que as médias n&o diferem ao nivel de
5% (P<0,05).

Fonte: Autoria propria (2020).

As metodologias para determinar a capacidade antioxidante sdo numerosas e
podem estar sujeitas a interferéncias, além de possuir diversos embasamentos.
Dessa forma, preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum
ensaio utilizado isoladamente para determinar a capacidade antioxidante, ira refletir
exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (HUANG; OU; PRIOR,
2005; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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A estabilidade oxidativa € um parametro muito utilizado para avaliar os sinais
de deterioracdo do alimento durante o armazenamento, onde simula a vida util do
produto, além de verificar a eficiéncia da adicdo de antioxidantes (HIROMOTO,
2018).

Segundo os resultados (Tabela 4) do aumento de estabilidade oxidativa o
extrato mais potente foi o obtido através de US, seguido do PLE 40°C e por fim o
PLE 80°C. Ao avaliar os resultados de estabilidade oxidativa da maionese, as
amostras com extrato de hibisco obtidos por PLE 40°C e US apresentaram o maior
tempo de indugdo quando comparados com a amostra sem extrato e a amostra
preparada com extrato de PLE 80°C, mostrando que os extratos se apresentam
eficientes se aplicados como antioxidante natural. De acordo com Hiromoto (2018)
em seus estudos os extratos de hibisco apresentaram os maiores valores de

estabilidade oxidativa, quando comparados aos demais tratamentos.
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6. CONCLUSAO

Os extratos obtidos através dos métodos de PLE, US e MAE, apresentaram
resultados satisfatérios em relagdo aos rendimentos, observou-se que fatores como
a pressao e temperatura, influenciaram nos resultados. Nas condi¢cdes realizadas
para esse trabalho, pode-se inferir que foram obtidos resultados significativos, visto
que o Hibiscus sabdariffa L. apresentou quantidades consideraveis de antioxidantes,
devendo dessa forma se manter os estudos, a fim de aumentar a utilizacdo desses
extratos pelas industrias. Devem ser tomadas medidas para o melhoramento da
obtencdo dos extratos, bem como a sua utilizacdo como antioxidante natural.
Mesmo com uma variedade de estudos sobre o assunto, ainda néo ha preparagao
padrdao referente ao método de preparo de amostras, extracdo e aplicagcdo nos
alimentos. Com a padronizagao facilitaria a comparacado dos resultados bem como
os estudos referentes a aplicagdo em escala industrial.

Avaliando os resultados obtidos referentes as extragdes, apesar da utilizagao
do ultrassom ter apresentado o menor rendimento, € o extrato que apresenta os
melhores resultados em relacdo aos compostos de fendlicos totais, atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS e na analise dos indices de capacidade
oxidativa, sendo um dos mais indicados para tais aplicacoes.

A utilizagdo dos antioxidantes naturais tende a aumentar gradativamente,
sendo assim necessario outros estudos complementares, como a composi¢cao
desses extratos, visto que existem vario tipos de compostos que podem estar

atuando como antioxidantes.
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