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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo maximizar a extração de antocianinas a partir de cálices de 

Hibiscus sabdariffa L. utilizando métodos assistidos por calor (EAC) e ultrassom (EAU), para 

obtenção de um corante natural na gama do vermelho. As variáveis inerentes a cada processo 

(i.e. tempo, percentagem de etanol e temperatura ou potência) foram combinadas em desenhos 

fatoriais de 5 níveis e posteriormente analisadas pela metodologia de superfície de resposta 

(MSR). O teor de antocianinas foi usado como variável dependente. Os modelos teóricos 

desenvolvidos foram validados estatisticamente e usados na determinação das condições que 

maximizam a extração destes pigmentos. O método EAU foi o mais eficiente, tendo originado 

teores de antocianinas superiores a 50 mg/g de extrato. Os efeitos dose-resposta da razão 

sólido/líquido foram seguidamente determinados nas condições otimizadas para as 3 variáveis, 

tendo-se verificado uma melhoria na capacidade de extração com o aumento deste fator. Os 

resultados sustentam o uso de H. sabdariffa como uma fonte sustentável de corantes naturais. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A consciencialização do consumidor atual sobre a existência de alternativas naturais aos 

aditivos artificiais, hoje em dia massivamente utilizados na indústria alimentar, mas com 

potenciais efeitos tóxicos e alergénicos, tem promovido a procura por alimentos formulados 

com ingredientes de base natural [1,2]. A investigação nesta área tem ganho destaque [3,4], 

mas ainda é necessário alargar o leque de opções disponíveis, encontrar novas fontes com 

potencial real e desenvolver processos de extração e estabilização eficientes e sustentáveis. 

O mercado dos corantes alimentares tem crescido rapidamente, pois a cor, além de ser um 

importante atributo sensorial dos alimentos, também influencia o seu sucesso comercial [5]. 

Paralelamente, há um interesse crescente em substituir os corantes obtidos artificialmente por 

homólogos naturais, uma vez que os primeiros têm sido associados a efeitos adversos para a 

saúde do consumidor [6]. No entanto, a elevada estabilidade e o baixo custo dos corantes 

sintéticos têm limitado o uso das alternativas naturais pelo setor industrial [1]. 
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Com o objetivo de tornar os corantes naturais numa alternativa real e eficiente face aos 

análogos artificiais, é necessário encontrar fontes promissoras e desenvolver processos de 

extração sustentáveis. A espécie Hibiscus sabdariffa L. surge como uma forte candidata, pois 

os seus cálices vermelhos são ricos em antocianinas, maioritariamente delfinidina-3-

sambubiósido e cianidina-3-sambubiósido [7–9]. Além disso, estes apresentam uma forte 

atividade antioxidante e anti-hipertensiva e efeitos anti-hipercolesterolémicos [10,11]. A 

extração destes compostos de elevado valor acrescentado pode ser intensificada por várias 

técnicas, tais como a sonicação [12]. No entanto, uma vez que a eficiência destes processos é 

afetada por uma série de variáveis, torna-se necessário adotar desenhos experimentais 

apropriados e ferramentas de otimização para determinar condições ótimas de processamento. 

Este estudo teve com objetivo otimizar a recuperação de antocianinas de cálices vermelhos de 

H. sabdariffa, utilizando métodos de extração assistida por calor e ultrassom, para posterior 

utilização como corantes naturais. As variáveis mais relevantes de cada processo foram 

combinadas num desenho composto central circunscrito e otimizadas por MSR. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal e métodos de extração 

Os cálices vermelhos de H. sabdariffa foram reduzidos a pó e processados de acordo com o 

desenho experimental apresentado na Tabela 1. A extração assistida por calor (EAC) foi 

realizada num matraz em banho termostatizado sob agitação contínua, considerando as 

variáveis: tempo (t, 55-150 min), temperatura (T, 20-90 °C) e proporção de etanol (S, 0-

100%). A extração assistida por ultrassom (EAU) foi feita recorrendo a uma sonda 

ultrassónica de 20 kHz, considerando as variáveis: tempo (t, 3-36,5 min), potência (P, 100–

500 W) e proporção de etanol (S, 0–100%). A relação sólido/líquido (S/L) foi mantida a 30 

g/L. Após extração, a mistura foi centrifugada (6000 rpm, 10 min) e filtrada. 

Tabela 1. Desenhos experimentais usados nas extrações EAC e EAU de antocianinas. 
VALORES 

CODIFICADOS 

VALORES NATURAIS 

EAC EAU 

t (min) T (°C) S (%) t (min) P (W) S (%) 

-1.68 30 30 0 3 100 0 

-1 54.3 42.2 20.3 11.5 180 20.3 

0 90 60 50 24 300 50 

+1 125.7 77.9 79.8 36.5 420 79.8 

+1.68 150 90 100 45 500 100 

 

2.2 Análise de antocianinas 

As antocianinas foram analisadas num sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo 

Scientific) equipado com um detetor de díodos e um espetrómetro de massa (LTQ XL linear 

ion trap, Thermo Finnigan) com ionização por electrospray (LC-DAD-ESI/MSn), conforme 

descrito por Jabeur et al. [13]. Os resultados foram expressos em mg/g extrato. 

2.3 Desenho experimental e processo de otimização 

Foi aplicado um desenho composto central circunscrito (DCCC) de 5 níveis com 3 variáveis 

independentes (Tabela 1) para a otimização dos processos EAC e EAU. O DCCC incluiu 14 

combinações independentes e 6 repetições no centro do desenho. O teor de antocianinas (soma 
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de delfinidina-3-O-sambubiósido e cianidina-3-O-sambubiósido) foi a variável de resposta 

utilizada na otimização por MSR. Os modelos teóricos foram ajustados por meio do cálculo 

de mínimos quadrados usando uma equação polinomial de segunda ordem [14]. As respostas 

produzidas pelos modelos teóricos foram maximizadas utilizando o método Simplex [15]. 

 

2.4 Análise dose-resposta da razão sólido/líquido 

Após otimizar as condições experimentais para as variáveis t, T e S, a razão S/L (g/L) foi 

incluída como a quarta variável a ser otimizada, cujos efeitos foram representados usando a 

equação Y= b+m·S/L, onde Y é o critério de resposta e b e m correspondem à interseção e ao 

declive, respetivamente [14]. O parâmetro m está relacionado com a eficiência de extração 

em função do aumento da razão S/L (valores positivos indicam uma melhoria na extração). 

2.5 Montagem dos modelos e análise estatística 

A análise dos dados experimentais e a adequação dos modelos basearam-se na determinação 

de coeficientes e sua significância, e na avaliação da consistência dos modelos e de outros 

critérios de avaliação estatística, conforme descrito por Pinela et al. [14]. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os modelos teóricos desenvolvidos foram ajustados com sucesso aos dados experimentais, 

validados estatisticamente (R2 = 0.96 e 0.97 para EAC e EAU, respetivamente) e usados na 

determinação das condições que maximizam a extração de antocianinas a partir dos cálices de 

H. sabdariffa, pois a variabilidade da resposta poder ser explicada pelas variáveis t, T e S. 

Os maiores rendimentos de extração foram obtidos pelo método EAU, o qual terá promovido a 

rutura do material vegetal através de forças de cavitação e a entrada de solvente nos tecidos 

com consequente libertação de solutos, intensificando assim a transferência de massa. Este 

método originou 51,76 ± 3,70 mg antocianinas/g extrato quando aplicado: t = 26,1 min, P = 

296,6 W e S = 39,1% etanol, v/v; enquanto o método EAC originou 20,86 ± 1,24 mg 

antocianinas/g extrato quando: t = 30,0 min, T = 30,0 °C e S = 0,0% de etanol (v/v). Ambos os 

métodos otimizados apresentaram algumas semelhanças em termos de T (~30 °C) e t (26-30 

min), indicando que os valores mais baixos obtidos por EAC não terão sido causados por 

degradação térmica dos compostos. Em contraste, a resposta ótima da EAU foi alcançada com 

a aplicação de ultrassom e uma maior proporção de etanol (traduzindo um maior custo em 

termos de energia e solvente), enquanto a água foi um solvente adequado para a EAC. No 

entanto, os valores máximos alcançados por cada método foram muito diferentes e, por isso, 

devem ser tidos em conta ao selecionar o mais adequado para a recuperação destes pigmentos. 

Quanto aos efeitos da variável S/L, avaliados nas condições ótimas de t, T e S previamente 

estabelecidas para cada método de extração, foi verificada uma melhoria na capacidade de 

extração com o aumento desta quarta variável (testada entre os 5 e os 200 g/L), pois os valores 

de m foram positivos para ambos os métodos (0.023 para EAC e 0.033 para EAU; R2 > 0.94). 
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Este é um resultado promissor pois, à escala industrial, são desejadas razões S/L elevadas para 

assim maximizar o rendimento de extração com um consumo mínimo de solvente. 

Em conclusão, os dados experimentais foram ajustados com sucesso aos modelos teóricos 

utilizados para determinar as condições ótimas de extração. A EAU foi o método mais eficiente, 

pois permitiu recuperar 23,83 ± 2,44 mg de antocianinas por g de planta seca e obter 51,76 ± 

3,70 mg destes pigmentos por cada g de extrato. Para a variável S/L, cujos efeitos foram 

avaliados nas condições ótimas inicialmente determinadas para as variáveis t, T e S, os valores 

positivos de m evidenciaram que o aumento desta razão melhora a eficiência de extração. Além 

disso, a quantidade de antocianinas obtidas por EAU foi quase três vezes superior à obtida por 

EAC. De acordo com estes resultados, é possível afirmar que os cálices de H. sabdariffa podem 

ser usados como uma fonte viável de antocianinas para a produção de corantes de base natural, 

sendo uma das matrizes mais ricas em antocianinas descritas na literatura. Além disso, este 

estudo suporta o scale-up do processo de extração que permite obter corantes na gama do 

vermelho com aplicações nos setores alimentar, farmacêutico e cosmético, entre outros. 
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