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RESUMO

Cha pronto para consumo tem ganhado espaco no mercado por se mostrar como uma
alternativa a bebidas tradicionais como refrigerantes e sucos e ser uma bebida verséatil, capaz
de atender a demandas de saudabilidade, sustentabilidade e de produtos com apelo clean label
(produtos sem adigdo de aditivos artificiais ou ingredientes de percepgdo negativa pelo
consumidor). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade quimica de uma
formulacdo de cha de hibisco com agUcar orgdnico pronto para consumo. Primeiramente,
caracterizou-se 0 comportamento cinético e termodinamico do processo de degradacdo das
antocianinas do extrato de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) a temperaturas elevadas (65 a
85°C). Em seguida, foi avaliada a estabilidade de uma formulacdo de cha de hibisco (0,2%
(m/v)) adicionado de acgUcar cristal organico (6,0°Brix) pronto para consumo a temperaturas
de 5 °C (protegido da luz), 25 °C (protegido da luz), 25 °C (exposto a luz), 35°C (protegido da
luz) e 40°C (protegido da luz) quanto ao pH, sélidos sollveis, acidez, ratio, cor, capacidade
antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, quantidade de fendlicos totais, aléem de
caracterizar cinética e termodinamicamente as antocianinas da formulagdo. O extrato de
hibisco seguiu modelo cinético de primeira ordem. Com o incremento da temperatura,
observou-se aumento da constante cinética e, por conseguinte, diminuicdo da meia-vida das
antocianinas. Valor z foi 39,8°C indicando que as antocianinas do extrato possuem maior
resisténcia térmica que microrganismos deteriorantes. A energia de ativacdo foi de 66,1
kJ/mol e coeficiente de temperatura variou de 1,4 a 2,4. O processo de degradacdo das
antocianinas do extrato foi caracterizado como endotérmico, ndo espontaneo e com o estado
de transicdo das moléculas mais organizado estruturalmente. Em rela¢do ao cha de hibisco
com agUcar organico, houve uma leve variacdo de pH (3,05-3,2) ao longo do tempo de
armazenamento para todas as condicGes, assim como sélidos soluveis (6,0-6,3 °Brix). N&o
houve variacdo da acidez total nem de ratio. O cha apresentou baixa capacidade antioxidante
tanto pelo método ABTS quanto pelo DPPH, assim como baixa quantidade de fenolicos
totais. A degradacdo das antocianinas do ché seguiu modelo de primeira ordem, com aumento
da constante de degradacdo com o incremento da temperatura e presenca de luz. Em
temperaturas de 35 e 40°C e a 25°C (exposta a luz), o tempo de meia-vida das antocianinas foi
inferior a 2 dias. Valor z foi de 38,9°C. A energia de ativacdo foi de 44,1 kJ/mol e coeficiente
de temperatura 2,2. O processo de degradacdo das antocianinas do cha foi caracterizado como
endotérmico, ndo espontdneo e com o estado de transicdo das moléculas mais organizado
estruturalmente. Houve acentuada degradacéo da cor, tendendo a cor amarela, com o aumento
da temperatura e presenca de luz nos primeiros 8 dias de teste. Os resultados do trabalho
indicam que as antocianinas do hibisco possuem relativa resisténcia térmica, mas para maior
estabilidade da bebida, deve-se armazena-la a baixas temperaturas e em embalagens que a
protejam da luz. O estudo indica ainda o potencial tecnoldgico do hibisco na substituicdo de
aditivos acidulantes atendendo a tendéncia de produtos clean label.

Palavras-chave: cha pronto para consumo, Hibiscus sabdariffa L., agUcar organico, clean
label, cinética de degradacdo, termodinénima, capacidade antioxidande, antocianinas.



ABSTRACT

Ready-to-drink (rtd) tea has been considered an interesting alternative to traditional beverages
such as soft drinks and juices by consumers who are increasingly demanding products which
meet sustainability and health trends as well as products with clean appeal (additive-free and
non-negatively perceived by consumers). The present work aimed to evaluate the chemical
stability of a hibiscus rtd tea formulation with organic sugar. First, the kinetic and
thermodynamic behavior of the anthocyanin degradation process was characterized in a
hibiscus extract (Hibiscus sabdariffa L.) at high temperatures (65 to 85°C). Then, the stability
of an rtd hibiscus tea formulation (0.2%(m/v) added with organic sugar (6.0°Brix) at 5 °C
(protected from light), 25 °C (protected from light) , 25 °C (exposed to light), 35 °C (protected
from light) and 40 °C (protected from light), was evaluated regarding pH, soluble solids,
acidity, ratio, color, antioxidant capacity by DPPH and ABTS methods, amount of total
phenolics, in addition to kinetically and thermodynamically characterizing the anthocyanins
of the formulation. The hibiscus extract followed a first-order kinetic model. By increasing
temperature, there was an increase in the Kinetic constant value and, therefore, a decrease in
the half-life of anthocyanins. Z value was 39.8°C indicating that the anthocyanins in the
extract have greater thermal resistance than spoilage microorganisms. Activation energy was
66.1 kJ/mol and temperature coefficient ranged from 1.4 to 2.4. The degradation process of
anthocyanins in the extract was characterized as endothermic, non-spontaneous and with the
transition state of molecules more structurally organized. Regarding the rtd hibiscus tea with
organic sugar, there was a slight pH variation (3.05-3.2) over the storage time for all
conditions, as well as a slight variation in soluble solids content (6.0-6.3 °Brix). There was no
significant difference in total acidity and in ratio. The tea showed low antioxidant capacity
both by the ABTS and DPPH methods, as well as a low amount of total phenolics. The
degradation of tea anthocyanins followed a first-order model, with an increase in the
degradation constant with increasing temperature and presence of light. At 35 and 40°C and at
25°C (exposed to light), the half-life of anthocyanins was less than 2 days. Z value was
38.9°C. The activation energy was 44.1 kJ/mol and the temperature coefficient, 2.2. The
degradation process of the tea anthocyanins was characterized as endothermic, non-
spontaneous and with the transition state of molecules more structurally organized. There was
a marked degradation of the color, tending to yellow, with the increase of temperature and
presence of light, mainly during the first 8 days of test. The results of the work indicate that
hibiscus anthocyanins have relative thermal resistance, but for greater stability, the rtd
hibiscus tea must be stored at low temperatures and in packages that protect it from light. The
study also indicates the technological potential of hibiscus in replacing acidulant additives in
view of the trend towards clean label products.

Keywords: ready-to-drink tea, Hibiscus sabdariffa L., organic sugar, clean label, degradation
kinetics, thermodynamics, antioxidant capacity, anthocyanins.
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1. INTRODUCAO

Os consumidores vém buscando bebidas prontas para o consumo alternativas aos
tradicionais refrigerantes ou mesmo sucos, refrescos e néctares, como bebidas hibridas, aguas
e chas prontos para consumo (ready-to-drink (RTD)) (MADI; CASTRO, WALLIS, 2016).
Tendo este ultimo um aumento de 117,6% no consumo de 2010 para 2021, e um consumo per
capita, em 2021, de 0,99 L/habitante/ano (ABIR, 2023).

O mercado aponta interesse crescente dos consumidores por produtos com
ingredientes naturais, organicos e clean label (produtos sem aditivos artificiais e com
ingredientes ndo percebidos negativamente pelo consumidor) (REGO; VIALTA, 2016).
Assim, chés prontos para consumo se tornam uma opgao interessante.

O ché pronto para o consumo é definido como a bebida obtida pela maceragéo, infusdo
ou percolacdo de ch, erva-mate ou de outros vegetais, sendo permitida a adicdo de outras
substancias de origem vegetal e de agucares (BRASIL, 2021). A RDC N° 27 de 22 de
setembro de 2005 regulamenta as espécies vegetais para 0 preparo de chas, entre elas
encontra-se o hibisco (Hibiscus sabdariffa L.).

O Hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) € uma planta cujos calices sdo empregados para
elaboracdo de infusbes aquosas adstringentes, &cidas, de aroma floral, sendo ainda
empregados como corantes naturais. Seus extratos sdo ricos em antocianinas, vitamina C,
compostos  fendlicos, 4cidos  organicos, entre outros (DOMINGUEZ-LOPEZ;
REMONDETTO; NAVARRO-GALINDO, 2008; WONG et al., 2002).

Ingrediente comumente adicionado aos chas, o aclcar refinado ou cristal tem sido
substituido parcial ou completamente por edulcorantes ou por outras formas de aglcar como
demerara, mascavo e organico. Este Gltimo advindo de agricultura organica cuja atividade nao
emprega agrotoxicos, adubos quimicos, antibidticos, entres outros, possuindo, assim, um
apelo de sustentabilidade e consciéncia ambiental ao consumidor (REGO; VIALTA, 2016).

A temperatura, luz e tempo do processamento e de armazenamento afetam as
propriedades fisico-quimicas e os compostos bioativos dos alimentos. Sendo assim, é de suma
importancia avaliar o impacto desses fatores na estabilidade de um produto, podendo ser feita
por meio da avaliagdo do comportamento cinético de degradacdo e obtencdo de dados
termodinamicos de um composto de relevancia, como as antocianinas do hibisco, além do
acompanhamento de parametros fisico-quimicos de pH, solidos soluveis, cor, entre outros ao

longo do armazenamento.



16

Tendo em vista as tendencias de saudabilidade, sustentabilidade e clean label,
objetivou-se estudar a estabilidade de uma formulagdo de ché orgéanico pronto para consumo

de hibisco adicionado de agucar organico.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi desenvolver e avaliar a estabilidade de ch& de hibisco

(Hibiscus sabdariffa L.) adicionado de agucar organico.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver uma formulacdo de cha de hibisco alinhada a tendéncia clean label
(produto sem aditivos e com ingrediente organico)

e Auvaliar a estabilidade fisico-quimica (pH, acidez e solidos soluveis) da bebida

e Determinar o comportamento cinético e termodindmico de degradacdo das
antocianinas do extrato do célice de hibisco e do cha de hibisco com agucar organico

e Analisar o comportamento de degradacdo de compostos antioxidantes (compostos
fenolicos totais, capacidade antioxidante — ABTS e DPPH) do cha

e Auvaliar a estabilidade da coloracdo da bebida ao longo do tempo de armazenamento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ché pronto para consumo

O ché é considerado a bebida ndo alcoolica mais antiga na humanidade e cuja histéria
envolve revolucBes, guerras, estabelecimento de rotas comerciais e grande importancia
cultural onde é popular, sendo ainda a bebida a base de planta mais consumida no mundo
(CHEADLE; KILBY, 2015; FLORES-MARTINEZ et al, 2018). Consumido primeiramente
por suas propriedades medicinais, devido a seu sabor, o cha se transformou de remédio em
bebida (OKAKURA, 2022). Tradicionalmente, se considera o cha como a bebida obtida da
infuséo de folhas da planta Camellia sinensis (WANG; HOO, 2009), entretanto, a legislacéo
brasileira permite o emprego do termo “cha” para bebidas obtidas de outras plantas (BRASIL,
2005).

Devido a mudangas no estilo de vida moderno, requerendo conveniéncia e praticidade
além de saudabilidade e bem-estar, o cha pronto para consumo (ready-to-drink (RTD)) tem
ganhado espaco no mercado, servindo como alternativa a bebidas tradicionais como
refrigerantes e sucos e por serem fontes de nutrientes e refrescancia (MADI et al, 2016).

O ché pronto para o consumo é definido como a bebida obtida pela maceracéo, infuséo
ou percolacdo de chd, erva-mate ou de outros vegetais, sendo permitida a adicdo de outras
substancias de origem vegetal e de aglcares (BRASIL, 2021) e, para o preparo do cha pronto
para consumo, pode-se empregar como ingrediente caracteristico extrato aquoso liquido ou
desidratado, com adicdo de fruta, de vegetal e como ingredientes opcionais agucar, vitaminas,
sais minerais e outros nutrientes (BRASIL, 2013).

Os maiores consumidores de cha pronto para consumo, em 2017, foram China, Japéo e
Estados Unidos, com 13356,0, 6489,8 e 3423,2 milhdes de litros consumidos,
respectivamente (EUROMONITOR, 2023). Em 2021, foram consumidos no Brasil 211,96
milhdes de litros de cha pronto para o consumo, um aumento de 117,6% em relacdo a 2010,
tendo o consumo per capita aumentado de 0,5 a 0,99 litros/habitante/ano, aumento de 50,5%
no mesmo periodo (ABIR, 2023).

Além das tendéncias de praticidade e conveniéncia, saudabilidade e bem-estar, chas
prontos para consumo apresentam grande potencial para atender a demandas de
sustentabilidade, como ao utilizar ingredientes organicos, por estes serem obtidos por meio de
praticas que preservam o meio ambiente (BRASIL, 2003), sendo considerados pelos

consumidores como naturais, nutritivos e sustentaveis (HEIM, 2011). Um ingrediente
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interessante para se adicionar ao cha é o agucar organico por se enquadrar na categoria de
ingredientes com apelo sustentavel. Soma-se ainda a tendéncia clean label de produtos livres
de aditivos e ingredientes percebidos negativamente pelos consumidores (ASCHEMANN-
WITZEL; VARELA; PERSCHEL, 2019).

Devido a suas propriedades bioativas, bebidas a base de hibisco (Hibiscus sabdariffa
L.) apresentam apelo funcional (CID-ORTEGA; BELTRAN-GUERRERO; 2015), tornando-

se uma interessante opcao para chas prontos para consumo.

3.2. Hibisco

O hibisco (Hibiscus sp) é uma planta que cresce em climas tropicais e subtropicais e
que possui mais de 300 espécies (AKPAN, 2000; MAHUNU, 2021). A maioria das espécies
séo de uso ornamental, enquanto outras possuem emprego medicinal. Entre estas se encontra a
espécie Hibiscus sabdariffa L. (Figura 1), de crescimento anual e pertencente a classe das
Dycotiledoneae, familia das malvaceas e género Hibiscus, sendo de origem africana e estando
presente em varias regides tropicais e subtropicais do planeta (VIZZOTO; CASTILHO;
PEREIRA, 2009). E conhecida popularmente conforme a regido geografica por sobolo
(ganés), roselle (francés), té de Jamaica (espanhol), red sorrel ou Jamaica sorrel (inglés), entre
outros. No Brasil, alguns nomes pelos quais Hibiscus sabdariffa L. é conhecido sdo hibisco,
rosela e azedinho (ANKRAH et al, 2018; VIZZOTO; CASTILHO; PEREIRA, 2009). China,
Tailandia e India sd0 os maiores produtores de hibisco no mundo, apresentando producéo
substancial também paises como Egito, Suddo, Senegal e México (MAHUNU, 2021).
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Figura 1. Hibiscus sabdariffa L (calices e folhas).

Fonte: Fariod, Thair e Mahunu (2021.)

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) é ainda uma planta subutilizada (ARSLAN et al,
2021) com potencial para ser cultivada em paises em desenvolvimento por ser adaptavel a
condigOes tropicais e subtropicais, ter relativa facilidade de crescimento e ser tolerante a
secas e cultivada em sistemas de multi-cultivo, além da capacidade de uso de suas partes
como alimentos (molhos e saladas a partir de suas folhas e bebidas, geleias, xaropes com uso
do cdlice, entre outros) e fibras para industria téxtil (PLOTTO et al, 2004; TETTEH et al,
2019).

Dentre as partes da planta, o célice apresenta maior valor econémico (GOMA;
RASHED, 2016). Os calices podem ser utilizados para fabricacdo de geleias, molhos e
bebidas. Podem ser empregados para elaboragdo de infusdes aquosas adstringentes, acidas e
de aroma floral. Seus extratos sdo ricos em antocianinas, vitamina C, compostos fendlicos,
acidos organicos, entre outros. Devido a presenca de antocianinas, podem ser utilizados como
corantes naturais (DOMINGUEZ-LOPEZ; REMONDETTO; NAVARRO-GALINDO, 2008;
JULIANI et al, 2009; WONG et al., 2002).

Entre os constituintes importantes para as propriedades farmacoldgicas do hibisco
estdo as antocianinas, flavonoides e acidos organicos. Os extratos de hibisco contém elevada
guantidade de acidos organicos, estando em maior porcentagem o acido citrico, hidroxicitrico,
hibisco, mélico e tartarico, estando ainda presentes, em menor quantidade, o acido ascorbico e

oxalico. Encontram-se nos extratos de hibisco ainda indmeros compostos polifendlicos
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flavonoides oriundos de flavondis e flavanois, como hibiscitrina, quercetina e luteolina, entre
outros. As duas principais antocianinas presentes nos extratos do calice e da folha de hibisco
sdo delfinidina 3-O-sambubioside e cianidina 3-O-sambubioside (DA-COSTA-ROCHA et al,
2014).

O hibisco tem se mostrado uma planta com inimeros beneficios a saude devido as
propriedades de seus compostos bioativos, entre eles as antocianinas (DA-COSTA-ROCHA
et al, 2014). Além de atuar como corante natural e por suas propriedades bioativas de
interesse nutricional, é possivel que a alta porcentagem de acidos organicos dos extratos de

hibisco cumpra funcéo tecnoldgica ao substituir aditivos acidulantes.

3.3. Antocianinas

As antocianinas (do grego anthos (flor) e kyanos (azul)) sdo compostos pertencentes
ao grupo dos flavonoides, sollveis em &gua e sdo 0s pigmentos majoritariamente responsaveis
pelas variagcOes de cores do vermelho ao azul em plantas (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

As antocianinas sdo derivados polihidroxilados e polimetoxilados do 2-fenil-
benzopirilium, denominado céation flavilium (Figura 2), cujas duplas ligacGes conjugadas sdo
responsaveis pela absor¢do da luz ao redor de 500 nm, conferindo as cores caracteristicas dos
pigmentos (CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011). As antocianinas sdo moléculas
glicosiladas e os glicosideos mais comuns ligados a elas sdo glicose, raminose, galactose,
arabinose e xilose (REIN, 2005). Acidos organicos também podem se ligar &s antocianinas. A
forma aglicona das antocianinas recebe o nome de antociadinina. Mais de 90% das
antocianidinas sdo representadas por apenas 6: delfinidina, cianidina, pelargonidina,
peonidina, petunidina e malvidina (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006). As antocianidinas séo
nomeadas conforme o grupo (H, OH, OCHz3) substituido nas posi¢des 3’ ou 5’ do cation
flavilium (Figura 2) (CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011) e mostrados na Tabela 1.

Os acucares se ligam na posicéo 3, 5 e 7 do cation flavilium para constituir as antocianinas.
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Figura 2 Cétion flavilium

Fonte: Rein (2005).

Tabela 1. Antocianidinas mais abundantes e seus grupos substitutos no cation flavilium.

Antocianidina Grupo em 3’ Grupo em 5’
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Pelargonidina H H
Peonidina OCHs H
Petunidina OCHs OH
Malvidina OCHs3 OCHs3

Fonte: Rein (2005).

A estabilidade das antocianinas pode ser afetada por fatores intrinsecos do alimento
como a propria composicao das antocianinas assim como pH, ions, acido ascérbico, enzimas e
copigmentos; e, ainda, fatores extrinsecos relacionados ao processamento e armazenamento
como temperatura, luz e oxigénio (DAMADORAN; FENNEMA; PARKIN, 2010;
CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011).

O pH pode afetar a estabilidade da cor ao promover a mudanga estrutural das
antocianinas, sendo estas mais estaveis em pH baixo e se degradando mais facilmente em
pH>7. Em solucBes 4&cidas, as antocianinas coexistem em 4 formas: cation flavilium
(vermelho/roxo), pseudo-base quinoidal (azul/violeta), carbinol (incolor) e chalcona
(amarelo). Em pH<2, a forma predominante € o cation flavilium que, & medida em que se
aumento o pH, perde proton se convertendo na forma quinoidal; simultaneamente, o cation
flavilium se hidrata, produzindo a forma carbinol ou pseudo-base, alcangando lentamente o
equilibrio com a forma chalcona (BOBBIO; MERCADANTE, 2008; CAVALCANTI,
SANTOS, MEIRELES, 2011; IACOBUCCI, SWEENEY, 1983; WILSKA-JESZKA, 2007).
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J& o efeito da adicdo de agUcares sobre a estabilidade das antocianinas € influenciado
pela estrutura e concentracdo das antocianinas e pelo tipo de aglcar (RUBINSKIENE et al,
2005), onde reacgdes entre as antocianinas e 0s agucares e seus produtos de degradacdo podem
levar a formacéo de polimeros marrons (KRIFI et al, 2000).

A estabilidade das antocianinas e de todos os pigmentos encontrados em alimentos
diminui no processamento e armazenamento a medida que a temperatura aumenta (BOBBIO;
MERCADANTE, 2008; CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011). A degradacédo
térmica resulta em produtos de coloracdo marrom, em especial na presenca de oxigénio
(CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011; MARKAKIS, 1982).

O oxigénio apresenta acdo deteriorante sobre as antocianinas seja por mecanismos de
oxidacdo direta sobre as antocianinas ou mecanismos oxidativos indiretos pelos quais
componentes oxidados do meio reagem com as antocianinas, resultando em produtos
incolores ou marrons (JACKMAN et al, 1987).

A luz apresenta efeito antagdnico sobre as antocianinas que, a0 mesmo tempo em que
€ necessaria para a sua biossintese, a luz acelera a degradacdo das antocianinas, especialmente
apos serem extraidas e aplicadas como corantes em matrizes alimenticias (BETCHTOLD;
MUSSAK, 2009).

Além do amplo uso dos pigmentos de antocianinas como corantes naturais em
substituicdo aos sintéticos em alimentos, esses pigmentos demonstram potencial efeito
benéfico a salde em estudos in vitro devido ao seu potencial antioxidante, indicando acédo
contra o stress oxidativo e acdo antimicrobiana, além de atuar contra doencas metabdlicas,
neurodegenerativas, vasculares e cancer (MATTIOLI et al, 2020; KHOO et al, 2017). N&o ha
limite estipulado de quantidade de antocianinas pela legislagio em alimentos, com sua
aplicacdo relacionada a quantidade necessaria para o efeito requerido (BRASIL, 1988).

Diante do exposto, é de importancia estudar o efeito da temperatura e da luz no

comportamento das antocianinas no processamento e armazenamento de produtos.

3.4.  Acucar organico

Produto orgéanico é definido como aquele obtido em um sistema orgéanico de producéo
agropecuaria ou oriundo de processo extrativista sustentavel e ndo prejudicial ao ecossistema
local, sendo necessario registro para sua comercializacdo (BRASIL, 2003). Ingredientes

organicos tém sido empregados cada vez mais em alimentos por serem percebidos pelos
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consumidores como saudaveis, relacionados a bons tratos animais e protecdo ao meio
ambiente (REGO, 2016).

AcUcares sdo uma opcdo interessante de ingredientes organicos, sendo ofertados em
diversas formas como cristal, demerara, mascavo, classificados conforme o grau de sacarose
(BRASIL, 2018).

A sacarose (Figura 3) é um dissacarideo formado por uma molécula de frutose e uma
de glicose por meio de uma ligacdo o-glicosidica resultante da reacdo entre a hidroxila de uma
glicose e o carbono anomérico da frutose (LEHNINGER et al, 2006). O acucar cumpre
importantes func@es tecnologicas em bebidas. Além de ser usado como adogante, apresenta
aplicacdo como agente de textura, flavor e conservante (CHEN et al, 2022).

Figura 3. Estrutura quimica da sacarose.
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Fonte: Damadoran, Fennema e Parkin (2010).

3.5.  Cinética e termodinamica do processo de degradacéo das antocianinas

No processamento de alimentos, é de grande importancia compreender o
comportamento de degradacdo dos componentes do alimento. Estudos tém indicado que a
degradacdo térmica das antocianinas segue modelo de primeira ordem (FERNANDEZ-
LOPEZ et al, 2013; KIRCA et al, 2003; NAYAK et al, 2011; PERON; FRAGA; ANTELO,
2017). Em modelos de primeira ordem, a velocidade da reacéo de degradacdo esta relacionada
diretamente a concentracdo do componente reagente (LEVENSPIEL, 2000; NETO; VITALLI,

1996). A modelagem cinética pode ser empregada para prever a forma como o tratamento
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térmico impacta pardmetros criticos de qualidade. S&o importantes para compreender o
comportamento de degradacdo durante o processamento e armazenamento: a ordem da
reacdo, a constante de velocidade da reacdo, energia de ativacdo da reacdo (PATRAS et al,
2010), tempo de reducdo decimal, valor Z e coeficiente de temperatura (ROBERTSON,
2013).

A degradacéo térmica das antocianinas pode ocorrer de duas formas, com formagao de
chalconas e glicosideos cumarinicos ou com formacdo de aldeidos e derivados do acido
benzoico. Conforme ilustrado na Figura 4, 0 mecanismo envolvendo a formacdo aldeidos e
derivados do &cido benzoéico ocorre, no primeiro momento, clivagem da molécula de
antocianina e perda do glicosideo. Em seguida, ocorre outra clivagem, resultando em
derivados do acido benzéico e aldeidos (PATRAS et al, 2010; SEERAM et al, 2001).

Figura 4. Mecanismo de degradacdo de antocianinas.
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Fonte: Patras et al. (2010)

A avaliacdo do efeito da temperatura sobre a degradacdo das antocianinas pode
também ser feita pelo uso de pardmetros termodinamicos de entalpia, energia de livre de
inativacao (Gibbs) e entropia (FOGLER, 2016; MERCALI et al, 2013).

A entalpia (H) é uma funcdo termodinamica que reflete a capacidade de troca de calor
do sistema com sua vizinhanga, em sistema isobarios, sendo uma consequéncia da primeira lei
da termodinamica que esta determina a conservacao da energia e a forma pela qual o processo

transcorre em funcdo do sentido do escoamento do calor (processo endotérmico (AH>0) ou
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exotérmico (AH<O0)). Entretanto, a primeira lei termodinamica ndo indica o sentido
preferencial do fluxo de calor ou sobre sua fonte. A segunda lei da termodinamica estabelece
a entropia (S) como uma funcéo de estado que relaciona a capacidade de um sistema de trocar
calor por unidade de temperatura e ainda indica a medida de tendéncia de desordem do
universo (BASTOS; RODRIGUES; SOUZA, 2011). Por sua vez, a energia livre de inativacao
(Gibbs) permite completar as informacdes obtidas pela entalpia e entropia ao indicar se um
processo ocorre de forma espontanea (AG<0) ou nao (AG>0) (FOGLER, 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento e a avaliacdo da estabilidade de cha de hibisco com adicdo de
acucar organico foram realizados no Laboratdrio de Embalagens e Estabilidade de Alimentos
(LE), Planta Piloto de Frutas e Hortalicas, laboratorio de Anélise Instrumental (Al) e no
Laboratério de Tecnologia Emergentes (LATEM), do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos (DETA) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) —
UNICAMP. O estudo envolveu duas etapas: Analise da cinética de degradacdo das
antocianinas do extrato do célice de hibisco em p6 e o desenvolvimento e avaliagdo da
estabilidade do ché& de hibisco com acglcar orgéanico quanto a pH, sélidos soltveis, acidez,

ratio, capacidade antioxidante, fendlicos totais, cor e cinética da degradacdo das antocianinas.

4.1.Material

4.1.1. Ingredientes da formulagio e material de acondicionamento

A flor de hibisco em p6 adquirida foi importada pela empresa Nutri Ervas - Ervanaria
e Especiarias, na cidade de Campinas-SP. O acucar organico, da marca Native, foi comprado
em um mercado na cidade de Campinas-SP.

Os chas foram envasados em garrafas de vidro transparente de 200 mL, pesando 136,7
g. Foram acravadas com tampa metalica de folha de flanders (tipo Crown), em recravador
manual.

4.2 Métodos

4.2.1. Estudo da cinética de degradacao das antocianinas do extrato do célice de hibisco
(Hibiscus sabdariffa L.) em po

O extrato aquoso de hibisco foi obtido pela infusdo e homogeneizagdo da flor de
hibisco em po [2,0 % (m/v)]. Para isso, 20,0 g de p6 de hibisco foram pesados em balanca
analitica (em um bequer de 20,0 mL). Na sequéncia, o po de hibisco foi transferido para um
béquer de 2,0 L e, entdo, foi adicionado 1,0 L de agua deionizada. A homogeneizacdo do
extrato aquoso de hibisco foi feita em agitador magnético por 10 minutos, em temperatura

ambiente (25°C). Posteriormente, 0 extrato aquoso homogeneizado foi filtrado (papel filtro
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A2 dispostos em Erlenmeyers). Na sequéncia, o filtrado foi vertido em frascos Schott
(envoltos por folha de aluminio) e, por fim, o extrato aquoso de hibisco foi armazenado a —
18°C até realizacdo das analises.

O estudo da cinética de degradacdo de antocianinas do calice de hibisco em po foi
realizado em triplicata. Para isso, 5,0 mL de extrato de hibisco foram adicionados a um tubo
de ensaio de 10,0 mL e tratados em banho maria (MA184, Marconi, Piracicaba, Brasil) em 5
temperaturas: 65, 70, 75, 80 e 85°C, sendo feitas retiradas nos tempos de 0 min, 5 min, 10
min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min, 70 min, 80 min e 90 min. As amostras tratadas
foram armazenadas a — 18°C até serem analisadas (24 horas). A analises foram realizadas em
espectrofotometro UV-VIS Orion Aquamate 8000 (Thermo Fisher Scientific, EUA).

4.2.1.1.Determinacado das antocianinas monomeéricas totais

As antocianinas totais foram determinadas pelo método de pH diferencial conforme
Giusti e Wrolstad (2001). Inicialmente, determinou-se o pH das amostras de cha de hibisco
com o uso do pHmetro. Na sequéncia, o extrato de hibisco foi diluido na propor¢do 1:10 em
solucéo de KCI 0,025 M pH 1,0 em solucéo de CoHzNaO2 0,4M pH 4,5. As solucdes foram
homogeneizadas em voértex e deixadas em repouso por 20 minutos até a leitura em
espectrofotobmetro. O espectrofotobmetro foi ajustado para a leitura da absorbancia nos
comprimentos de onda de 520 nm e 700 nm.

A absorbéancia das amostras diluidas foi calculada pela Equacdo 1, e o calculo das

antocianinas totais (mg/L) é dado pela Equacao 2.

A= (Aszo - A700)pH 1.0 — (Aszo - A700)pH 45 (1)
C= Ax PM x FD x 1000 (2)
ExL

Onde A é a absorbancia da amostra; C é concentracdo das antocianinas totais em mg/L; FD é
o fator de diluicdo; PM € o peso molecular, que nesta amostra corresponde ao da cianidina-3-
glicosidio (449,2 g/mol); E é o coeficiente de absortividade molar, sendo 26900 L/cm para

cianidina-3-glicosidio; L, largura da cubeta (1 cm).

4.2.2.2.Parametros Cinéticos
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Para a determinacdo dos parametros cinéticos, foram utilizadas as equacdes de 3 a 7,
conforme Fogler (2016).
A degradacdo térmica das antocianinas seguiu uma cinética de primeira ordem. A

constante cinética das reacgdes (k) foi obtida pela Equacdo 3.

In(£4) = —kqxt 3)

Cao

Onde C, € concentracdo (mg/mL) de antocianinas totais na amostra ap0s tempo t a
temperatura constante; C,, € a concentracdo (mg/mL) inicial de antocianinas totais na

amostra; t é o tempo (min) e k; € constante cinética da reagdo (min™).

O tempo de meia vida (¢;,,) (min) na degradagao pode ser calculado pela Equagdo 4.

ti2 = Ky 4)
Onde k, é a constante cinética da reagio (min™).

O tempo de reducdo decimal (D) foi determinado pela Equacéo 5.

In10
D=-— ()

Onde k, é a constante cinética da reagdo (min™).

O valor z foi determinado pela Equacéo 6.
logD=§xT+B (6)

Sendo D o tempo de reducdo decimal (min); T, a temperatura (K); e B, o coeficiente linear

obtido da reta da equacéo de regressao.

A energia de ativacdo (E,) foi obtida por meio da equacdo de Arrhenius (Equacéo 7)
(Fogler, 2016).
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Eq
Ink; = InA — — (7)

Onde k, é a constante cinética (min™); A, fator de frequéncia (min); R, constante dos gases
ideais (8,314 J mol* KY); T, temperatura (K).
O coeficiente Q4 foi determinado conforme a Equagéo 8 (NETO; VITALI, 1996).

Kk 10
Q10 = (ﬂ) (TZ_Tl) (8)

kar1

4.2.2.3.Parametros termodinamicos

A entalpia de ativacdo (AH), a energia livre de inativacdo (AG) e a entropia de ativagédo
(AS) foram obtidas pelas Equacdes 9, 10 e 11 respectivamente, conforme Mercali et al.

(2013).

AH=E,—RxT (9)
_ kqgxh

AG=—-RxTxIn (—kaT) (10)

A§ = AH=AG (11)

T

Sendo E, a energia de ativagdo para degradacdo reacdo (J mol™); R, constante dos gases
ideais (8,314 J mol* K1); T, temperatura (K); k4 € a constante cinética (s*); k,, constante de

Boltzmann (1,2806 x 102 J s); e h, constante de Planck (6,6262 x 1034 J s1).

4.3.  Estudo da estabilidade de cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) com acUcar

organico

4.3.2. Preparo e Caracterizacdo da amostra de cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.)

com agucar organico



31

Sabe-se que produtos de alta acidez (pH < 3,5) apresentam maior estabilidade e vida
de prateleira (VARNAN; SUTHERLAND, 1994). De forma a obter um produto acido sem
uso de acidificantes, utilizou-se extrato de hibisco com concentracdo de 0,2% (m/v) e agucar
organico, de forma a obter um chéa de hibisco pronto para o consumo adicionado de acucar
organico com pH igual a 3,0, sélidos soluveis igual a 6,0°Brix e ratio=11,0, formulacdo esta
escolhida pelos pesquisadores visando um produto com menor teor de agucares frente a outras
bebidas como sucos e refrigerantes (°Brix>9) (HORMAN, 2006; TAYLOR, 2016).

Para produzir 50,0 L de chd de hibisco adicionado de acucar organico, foram
adicionados a um recipiente contendo 50,0 L de &gua ultrapura (miliQ), 100,0 g de célice de
hibisco em po, sendo o acglcar orgénico adicionado até se alcancar 6,0°Brix. A mistura foi
mantida sob agitacdo com pa espatula até as analises de pH e sélidos sollveis permanecerem
constantes (ap6s 5 minutos).

Em seguida, a bebida foi duplamente filtrada, primeiramente em gaze, para retirada de
impurezas maiores e, na sequéncia, em filtro A2 dispostos em Erlenmeyers de 100,0 mL para
remocao das impurezas restantes. Na sequéncia, o cha de hibisco com aclcar organico foi
pasteurizado e envazado a quente (85°C) e armazenado para a andlise de estabilidade. O
processo se encontra exemplificado na Figura 5.

As amostras de cha de hibisco com aclcar organico foram caracterizadas, em
triplicata, quanto a cor, pH, acidez, sélidos solUveis, ratio, capacidade antioxidante,

determinacdo de compostos fendlicos totais e degradacdo de antocianinas.

Figura 5. Fluxograma da elabora¢do do cha de hibisco com actcar organico.

( Mistura e agitacdo de pd de )
hibisco e agtcar orgénico

‘ Filtragem ‘

‘ Pasteurizacdo (852C/0,15s) ‘

‘! Acondicionamento do cha ‘
| para estudo da estabilidade |
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4.3.2.1. Tratamento Térmico

O tratamento térmico foi aplicado utilizando um forno de micro-ondas conforme
Munhoz (2016) e bindbmio tempo-temperatura de 85°C / 0,15 s. Por se tratar de uma bebida de
alta acidez, sabe-se que o crescimento microbiano predominante serd de fungos e leveduras
(STUMBO, 1973). Desta forma, optou-se pelo tratamento brando e redugdo decimal de 8
logaritmos (8Dssec). A Equacdo 12 foi utilizada para o céalculo de Dssc € 0s valores dos

parametros D e Z utilizados foram de acordo com Stumbo (1973).
Df = Doy x 10Trer~Tp)/2 (12)

Onde D,.r = Dgseoc = 1min, z =5,5°C, T,.f = 65°C, Ty = 85°C. Apbs substituicdo dos
valores, encontrou-se 8Dy = 8Dggoc = 0,15s.

Para determinacdo do tempo necessario para se alcancar o binémio tempo-
temperatura, foram feitos pre-testes considerando bateladas de 600,0 mL do cha (3 garrafas de
vidro de 200,0 mL cada) em potes plasticos para aguecimento no microondas, determinando
uma rampa de aquecimento de 6 minutos para se alcancar 85°C. Deve-se levar em
consideracdo o efeito do tempo e temperatura de aquecimento e resfriamento na letalidade do
tratamento térmico. Sendo assim, como 0 agquecimento e resfriamento das amostras ndo foram
instantdneos, o tratamento térmico total foi mais severo que o calculado para a 85°C por
0,15s.

4.3.2.2.Envase a quente (hot fill)

As garrafas, tampas e utensilios utilizados para o envase foram previamente
higienizados com solucéo sanificante de 200,0 ppm de cloro ativo por 20 min e, em seguida,
enxaguadas em agua potavel.

Apo0s pasteurizacdo, o cha foi envasado a quente 85°C em garrafas de vidro, as quais
foram imediatamente acravadas e invertidas por 3 minutos para a esterilizagdo do espaco livre
e da tampa. Visando proporcionar um resfriamento gradual e manter a integridade da
embalagem, as garrafas foram imersas em recipientes com agua a aproximadamente 50°C e,
depois, resfriadas em recipientes com agua a temperatura ambiente (24+1°C) por 10 minutos

em cada etapa.
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O acondicionamento do chéa de hibisco com adicao de agucar se deu de trés formas:
= Céamaras ajustadas a temperaturas de 5°C, 35°C e 40°C e amostras protegidas
da luz
= Temperatura ambiente (24+1°C) e protegidas da luz

» Temperatura ambiente (24+1°C) e expostas a luz

Como medida de precaucdo, as amostras a 24+1°C protegidas da luz foram envoltas
em folha de aluminio e mantidas em caixas de papeldo. As amostras a 24+1°C expostas a luz
utilizando 4 lampadas fluorescentes tld 30W eld 25 bivolt (Philips), aproximadamente 1 m
distantes das amostras.

As andlises fisico-quimicas e de degradacdo de antocianinas foram realizadas no
mesmo dia da retirada das amostras. Para as analises de cor, capacidade antioxidante e
fendlicos totais, as amostras foram mantidas congeladas a temperatura de —18°C. Todas as

andlises foram feitas em triplicata.

4.3.2.3.S6lidos Soluveis

Determinado utilizando refratbmetro de bancada (Hanna - modelo HI 96813),
conforme 1AL (2008).

4.3.2.4.Acidez Titulavel

Determinado conforme descrita em IAL (2008).

4.3.2.5.Ratio

O ratio €é relagdo entre solidos sollveis (°Brix) e acidez (%). E determinada pela

seguinte Equacéo 12:

Ratio = (°Brix/acidez)x100 (12)
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4.3.2.6.pH

Determinado com uso de potenciémetro (Digimed, modelo DM 20, Brasil) conforme
descrito em IAL (2008).

4.3.2.7.Colorimetria

A avaliacdo colorimétrica das amostras de cha de hibisco foi feita em colorimetro
(Hunter Lab, UltraScan PRO, EUA) com uso do sistema CIELAB. Para a realizagdo das
leituras o equipamento foi calibrado com iluminante D65.

Para a leitura da cor, utilizou-se 20,0 mL de ché de hibisco adicionado de aglcar (em
uma cubeta inserida no equipamento).

Para a cor, serdo considerados os seguintes parametros:

- L*: luminosidade, variando de 0 (preto) a 100 (branco);

- a*: cromaticidade, variando de +a* (vermelho) a -a* (verde);

- b*: cromaticidade, variando de +b* (amarelo) a -b* (azul).

Foram ainda determinados os valores de chroma (C), hue (H) e diferenca total da cor

(DE) conforme as equacdes 13, 14 e 15, respectivamente.

chroma ou saturagio = C = /(a? + b?) (13)
Hue ou Tom = H = arctan (%) (14)
AE =+VIL? + a? + b? (15)

4.3.2.8.Fendlicos Totais

A determinacéo do teor de compostos fenolicos totais foi realizada utilizando método
espectrofotométrico de Folin Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965) e aplicado por
Tukylmaz et al. (2013).

Foi feita uma curva de calibragdo diluindo-se 0,100 g+0,001 g de &cido galico em

agua ultrapura (miliQ) em um bequer de 50,0 mL, sendo essa solucdo transferida para um
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baldo volumétrico de 100 mL e tendo seu volume completado com &gua ultrapura. Obteve-se
a curva com dilui¢bes da solucdo de &cido galico em agua ultrapura em concentracdes na
faixa de 20-100 pg/mL.

Adicionou-se 5,0 mL da amostra em um baldo volumétrico de 100,0 mL sendo seu
volume completado com alcool absoluto. O baldo foi envolto em folha de aluminio e mantido
no escuro. Foram pipetados, em tubos ensaio, 1,0 mL da amostra ou dos padrdes de &cido
galico e 9,0 mL de agua ultrapura, sendo realizado o mesmo para todas as amostras e padrdes
em triplicata. Pipetou-se 9,0 mL de &gua ultrapura em um tubo de ensaio como o branco.

Adicionou-se 1,0 mL de Folin Ciocalteau em todos os tubos. Os tubos permaneceram em

repouso por 5 min, sendo, em seguida, adicionados 10,0 mL de solugéo de carbonato de sddio
7% e 4,0 mL de agua ultrapura. Em seguida os tubos foram agitados por 10 segundos em
agitador de tubos e colocados sob abrigo da luz a temperatura ambiente por 90 min. A
absorbancia foi medida a 765 nm em espectrofotdmetro e os resultados expressos em EAG

mg/L (equivaléncia de &cido gélico).

4.3.2.9.DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH, de acordo com Arend et
al. (2017), que se baseia na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) por
compostos antioxidantes gerando uma reducdo da absorbancia a 515 nm. O radical DPPH
apresenta cor violeta quando em solucéo e, ao ser reduzido, torna-se amarelo. Essa mudanca
de cor € tanto mais rapida quanto maior for o potencial antioxidante de um alimento.

Foi preparada uma solucdo DPPH 0,06 mM dissolvendo-se 2,4 mg de DPPH em
metanol 80% em um baldo de 100,0 mL, sendo seu volume completado com o0 mesmo e a
solucdo, homogeneizada. O regente foi armazenado em frasco ambar e usado apenas no dia
das andlises.

Para a construcdo da curva padréo, dissolveu-se e homogeneizou-se 25,0 mg de
Trolox em etanol PA em um baldo volumétrico de 50,0 mL, completando-se volume com o
proprio etanol PA. Apoés ser transferido para um frasco ambar, foram feitas diluicbes em
bal6es volumétricos de 10,0 mL na faixa de 25-1000puM.

Pipetou-se 1,0 mL da amostra em baldo volumétrico de 100,0 mL com o volume
sendo completado com etanol PA, sendo a solugdo mantida protegida da luz. Foram pipetados
1,0 mL da solucdo ou dos padrdes de Trolox e 3,9 mL da solu¢cdo de DPPH em tubos de
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ensaio, em seguida agitados e mantidos em repouso por uma hora sob abrigo da luz. As
andlises foram feitas em triplicata em espectrofotdmetro a 515 nm calibrada com solugédo de

etanol PA (branco) e os valores expressos em uM trolox/g.

4.3.2.10. ABTS

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS foi conduzida conforme
Rufino et al. (2007). O método tem como principio a captura do radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que, em solucdo, apresenta coloracdo verde
escura e, ao sofrer redugdo, muda para verde claro, resultando em diminuigdo da absorbancia
a 734 nm. A mudanga de cor serd& mais pronunciada quanto maior for a capacidade
antioxidante do alimento.

A solucdo de trabalho do radical ABTS foi preparada adicionando-se 5,0 mL da
solucgéo estoque de ABTS com 88,0 uL de solugdo de persulfato de potassio em frasco ambar
e sendo mantida no escuro por 16 horas. Apds esse tempo, foi diluido 1,0 mL da dessa
solucdo em etanol PA até se alcancar absorbancia de 0,7 = 0,05 nm a 734 nm. Essa etapa ¢
feita apenas no dia da analise.

Para a construcdo da curva padrédo, dissolveu-se e homogeneizou-se 25,0 mg de
Trolox em etanol PA em um baldo volumétrico de 50,0 mL, completando-se volume com o
proprio etanol PA. Apds ser transferido para um frasco ambar, foram feitas diluicbes em
balGes volumétricos de 10,0 mL na faixa de 25-2000 pM.

Foram transferidos 30,0 pL da amostra ou das solugdes de Trolox para tubos de ensaio
e adicionados 3,0 mL da solucdo radical ABTS, sendo, em seguida, agitados em por 10
segundos e deixados em repouso por 6 minutos. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a 734 nm. A calibracdo foi feita com alcool etilico PA e as analises

realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos em uM trolox/g.

4.3.2.10. Determinagéo das antocianinas monomericas totais

Foi realizada conforme item 4.2.2.1.

4.3.2.11. Parametros Cinéticos

Foi realizada conforme item 4.2.2.2.
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4.3.2.12. Anélise termodinamica

Foi realizada conforme item 4.2.2.3.

4.4.  Andlise Estatistica
Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio de anélise de variancia
(ANOVA) e teste de Scott-Knott a 5% de significancia por meio do software Sisvar verséo
5.6 (Ferreira, 2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ETAPA I: Estudo das propriedades do extrato de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.)

5.1.1. Estudo da cinética de degradacdo das antocianinas do extrato de hibisco

Na Figura 6, estdo tracadas as retas da cinética de degradacédo do extrato de hibisco nas
temperaturas de 65, 70, 75, 80 e 85°C ao longo de 90 minutos de aquecimento. A cinética de
degradacdo do extrato seguiu 0 modelo de primeira ordem, devido a relacdo linear entre o
logaritmo da concentragcdo das antocianinas totais e o tempo. ReagOes de primeira ordem
descrevem o comportamento de degradacdo de pigmentos e vitaminas no processamento e
armazenamento de alimentos (NETO; VITALI, 1996). Na figura 6, é possivel constatar
aumento da velocidade de degradacdo com o incremento da temperatura, devido a maior
inclinacdo das retas com o aumento da temperatura. Resultados semelhantes de degradacéo de
antocianinas em temperaturas entre 30 a 90°C foram observados por Cisse et al. (2009), em
extratos de hibisco e sucos de laranja e de amora preta; Mercali et al. (2013) em extrato de
polpa de acerola e por Peron, Fraga e Antelo (2017), em extratos de uvas. As correlacdes para
cada temperatura estdo apresentadas na Tabela 2, indicando ajuste adequado ao modelo de

primeira ordem.

Figura 6. Degradacdo das antocianinas do extrato de hibisco durante aquecimento a
65,70,75,80 e 85°C por 90 minutos.
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Tabela 2. Temperaturas e coeficientes de correlagdo da cinética de degradagéo de primeira
ordem das antocianinas.

Temperatura (°C) R?
65 0,9792
70 0,9637
75 0,9744
80 0,9485
85 0,9610

Antocianinas sdo sensiveis ao aumento de temperatura (BOBBIO; MERCADANTE,
2008). Na Tabela 3, pode-se observar o percentual de degradacdo das antocianinas do extrato
de hibisco ao final de 90 min de aquecimento. Nota-se diferenca significativa nos tratamentos,
indicando aumento da degradagdo com incremento na temperatura. Ap6s 90 minutos de
aquecimento, a quantidade de antocianinas totais apresentou uma reducao de 38,41% a 85°C,
enguanto na faixa de 65 a 75°C, a reducdo variou de 18,70 a 24,63%. Mercali et al. (2013)
reportaram degradacdo das antocianinas de polpa de acerola a 75°C e 90°C apds 90 min de
43% e 80%, respectivamente. Embora a temperatura exerca grande influéncia no processo de
degradacdo das antocianinas, fatores como a matriz alimentar e caracteristicas do processo
podem contribuir com sua instabilidade (FISHER; CARLE; KAMMERER, 2013,
HELLSTROM, MATTILA, KARJALAINEN, 2013; LEE; DUST; WROLSTAD, 2002;
MERCALI et al, 2013).

Tabela 3. Temperaturas e porcentagem de degradacdo das antocianinas totais (AT) ao final de
90 minutos.

AT inicial AT final % degradacio ap6s
(0]
T (°C) (mg/L) (mg/L) 90 min
65 66,35+2,84° 18,70
70 66,18+2 65°¢ 18,91
75 81,6+0,63 61,51+2,15° 24,63
80 56,05+1,06° 31,32
85 50,26+1,43% 38,41

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

Antocianinas apresentam diferentes formas quimicas conforme a variagdo do pH do

meio. Encontram-se predominantemente na forma de cation flavilium em pH entre 2 e 4,
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responsavel pela cor vermelha. Em valores de pH compreendidos entre 4 e 6, além do cétion
flavilium, estdo presentes a forma de base quinoidal anidra (azul), base carbinol (incolor) e
chalcona (amarelo palido) (Jiang et al, 2019; Castaneda-Ovando et al, 2009). As duas
principais antocianinas do calice de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) sdo delfinidina 3-O-
sambubioside e cianidina 3-O-sambubioside (Wong et al, 2002; Cisse et al, 2009), sendo
estas, em especial a forma hidratada (mais instavel) da delfinidina 3-O-sambubioside (Sinela
et al, 2017), provavelmente as maiores responsaveis pelas perdas em antocianinas totais pelo
tratamento térmico. Uma vez que o valor de pH do extrato de hibisco foi de 2,4 (ndo
mostrado), as antocianinas se encontravam em sua maioria na forma de cétion flavilium (néo
hidratada). A degradacdo das antocianinas do extrato pode resultar na formagéo de chalconas
e glicosideos cumarinicos ou de aldeidos e derivados do acido benzoico (Seeram et al, 2001),
sendo estes possivelmente os produtos resultantes apos 90 minutos de aquecimento.

Os resultados da constante de degradacéao térmica (kd), tempo de redugdo decimal (D)

e meia-vida (t12) estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores das constantes cinéticas de degradacdo térmica (Kd), tempo de reducao
decimal (D) e meia-vida (t1/2) para as condi¢Oes estudadas.

T Kd (mint) D(min) ti2(min)
(°C)
65  0,0015+0,0002% 1483,9+139,3¢ 446,7+73,2¢
70  0,0024+0,0007%  985,2+68,0° 319,3+20,5°
75  0,0036£0,0009° 760,7+21,1°  219,0+6,34°
80 0,0045+0,0009° 574,5+60,07% 177,6+18,1%
85 0,0050+0,0004° 459,2+38,7¢2 139,9+12,7°
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as médias (p<0,05).

Assim como se observa o efeito da temperatura na degradacdo das antocianinas na
Figura 4, seguindo modelo cinético de primeira ordem no intervalo de temperatura estudado,
nota-se o efeito do incremento da temperatura na velocidade das reagdes com o aumento dos
valores da constante cinética (kd), variando de 0,0015 min* a 65°C a 0,0050 min* a 85°C.
Resultados similares foram encontrados por Sipahli, Mihanlall e Mellem (2017) que
encontram valores de Kd para extrato de hibisco variando de 0,0004 a 0,0013 min*? no
intervalo de 70 a 85°C. Mercali et al. (2013) reportaram valores de Kd em polpa de acerola de
0,0059 a 0,0199 mint entre 75 e 90°C. Valores de mesma ordem foram encontrados por
Marangoni Junior et al. (2020) em polpa de agai, com valores de Kd variando de 0,0005 a
0,002 min'! no intervalo de 60 a 90°C.
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Para o tempo de meia vida, tempo em que a concentra¢do do composto se reduz a
metade, observou-se reducdo do tempo com o aumento da temperatura, variando de 7,4 h a
65°C a 2,3 h a 85°C. Estudos indicam comportamento semelhante da diminuicdo do tempo de
meia vida a medida que se aumenta a temperatura. Mercali et al. (2015) obtiveram valores
decrescentes de meia-vida para as antocianinas no tratamento térmico convencional para 0
intervalo de 70 a 90°C em suco de jabuticaba, similares ao presente trabalho, com ti>= 6,6 h
para 70°C, ty»= 2,5 h para 80°C e t1,=2,3 h para 85°C. Kechinski et al. (2010) determinaram
t12=8,6 h e t12=5,6 h a 70°C e 80°C, respectivamente, para as antocianinas do suco de mirtilo.
Gradinaru et al. (2003), trabalhando com extrato de hibisco, encontraram t12=3,9 h para as
antocianinas no tratamento térmico a 85°C.

Os resultados obtidos para o tempo de reducdo decimal (D) corroboram com o0s
pardmetros anteriores de kd e ti», indicando aumento do tempo para a reducdo da
concentracgéo inicial de antocianinas em 90% com a diminui¢do da temperatura de tratamento,
estando de acordo com os trabalhos de Mercali et al. (2013) e Mercali et al. (2015).

Os resultados para o valor z, energia de ativacdo (Ea) e o coeficiente de temperatura

(Q10) estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores Z, energia de ativagéo (Ea) e coeficiente de temperatura (Q10) para as
condicdes estudadas.

T (°C) Ea Intervalo de Q1o
Z (°C) (kJ mol-1) tempgratura
(°C)

65 65-75 2,4
70 70-80 18
75 39,8 60,1 75-85 1,4
80
85 65-85 18

Outra forma de verificar a influéncia da temperatura na velocidade de degradagéo das
antocianinas é pelo célculo do valor z, que € o intervalo de temperatura para que ocorra
variacdo de 10 vezes na velocidade de degradacdo de compostos (NETO; VITALI, 1996).
Sendo assim, de posse dos valores de D, plotou-se o grafico de log(D) pela temperatura (°C)

para o célculo do valor z, apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Determinacgéo do valor Z por meio do logaritmo de D pela temperatura (°C).
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O valor z calculado para as antocianinas do extrato de hibisco foi de 39,8°C (Tabela
5). Esse resultado é similar aos encontrados por Cisse et al. (2009) cujos valores de z ficaram
na faixa de 34 a 43°C em extratos de célices de 4 variedades de hibisco (Hibiscus sabdariffa
L.). Valores z para extratos de outras matrizes sdo vistos na literatura como em Reyes e
Cisceros-Ceballos (2007), que determinaram valores de z para antocianinas em extratos de
batata vermelha, batata roxa, uva e cenoura roxa de 28,4, 31,5, 26 e 28°C, respectivamente.

O valor z de 39,8°C determinado para as antocianinas do extrato de hibisco encontra-
se acima da faixa de valores z (5-12°C) para esporos e células vegetativas conforme
Holdsworth (1985), o que indica maior resisténcia ao tratamento térmico e menor degradagédo
das antocianinas em relagdo a microrganismos, sendo um importante fator a se considerar na
utilizacdo de extratos de hibisco como corantes naturais na indudstria.

O coeficiente de temperatura (Qio) representa a mudanca na velocidade da reacdo
quando ha uma variacdo de 10°C na temperatura e quanto maior seu valor, maior a influéncia
da temperatura na velocidade da reacdo (NETO; VITALI, 1996; ROBERTSON, 2013).
Observa-se na Tabela 5 que os valores de Qio nos intervalos estudados indicam que um
incremento de 10°C em temperaturas mais elevadas tem menor efeito na velocidade de reagéo
que a temperaturas mais baixas. Resultado semelhante pode ser encontrado em Peron, Fraga e
Antelo (2017) em extratos de uva com valores de Q1o de 4,4, 1,7 e 2,6 nos intervalos de 50-
70°C, 70-90°C e 50-90°C, respectivamente. Para extrato de hibisco, Dominguez-Lopez,
Remondetto e Navarro-Galindo (2008) determinaram Q10=1,01 no intervalo de 60 a 100°C.

enquanto para as antocianinas de extrato de cenoura preta, Kirca, Ozkan e Cemeroglu (2007)
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obtiveram valores de Qo variando de 1,7 a 2,8 na faixa de 70 a 80°C e de 1,9 a 2,2 para a
faixa de 80 a 90°C em pH=4,3 e variando a concentracdo de solidos sollveis. Deve-se levar
em consideracdo que interacfes entre componentes da matriz podem afetar a velocidade da
reacdo, levando a menores valores de Q1o (Al-Zubaidy; Khalil, 2007).

A energia de ativacdo (Ea) é definida como a menor quantidade de energia necessaria
para as moléculas iniciarem as rea¢fes (FOGLER, 2016). A energia de ativagdo é uma outra
forma de avaliar a sensibilidade de compostos a temperatura do tratamento, uma vez que
qguanto maior Ea, menor a velocidade das reacdes a temperaturas mais baixas, aumentando a
velocidade com o incremento da temperatura (NETO; VITALI, 1996; ROBERTSON, 2013).
Os resultados de Ea foram obtidos conforme apresentado na Figura 8.

Valores de energia de ativacdo para antocianinas se encontram na faixa de 35 a 125
kJ/mol (HELDMAN, 2011). A energia de ativacdo para as antocianinas do extrato de hibisco
foi de 60,1 kJ/mol no intervalo estudado. Esse valor de energia de ativacdo se encontra
proximo aos valores obtidos para extrato de hibisco por Dominguez-Lopez, Remondetto,
Navarro-Galindo (2008), Ea=66,22 kJ/mol, e Cisse et al. (2009), Ea=47,48-61,60 kJ/mol.
Trabalhos em outras matrizes determinaram valores de Ea de 64,89, 42,8, 94 e 92 kJ/mol para
suco de uva (DANISMAN; ARSLAN; TOKLUCU, 2015), polpa de acai (MARANGONI
JUNIOR et al, 2020), extratos de groselha e de mirtilo (CASATI; BAEZA; SANCHEZ,

2017), respectivamente.

Figura 8. Determinacdo da energia de ativacdo (Ea) por meio do logaritmo neperiano
da constante de degradacéo térmica pelo inverso da temperatura (K).
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5.1.2. Andlise termodindmica da degradacgdo das antocianinas do extrato de hibisco

A partir dos valores das constantes cinéticas de degradacdo (kd) e da energia de
ativacdo (Ea), foram calculados a variacao de entalpia (AH), variagdo da energia livre de
inativacdo (Gibbs) (AG) e variagdo da entropia (AS). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6. Parametros termodinamicos obtidos para as antocianinas do extrato de hibisco em
temperaturas variando de 65 a 85°C por 90 minutos.

T (°C) AH AG AS
(kJ mol-1) (kJ mol-1) (J mol-1 K-1)
65 57,33 101,1 -129,6
70 57,29 101,3 -128,4
75 57,25 101,7 -127,8
80 57,21 102,6 -128,6
85 57,16 103,7 -130,1

Houve uma leve diminuicdo dos valores na variacdo de entalpia com aumento da
temperatura, indicando que a energia requerida para quebrar as ligagdes moleculares e se
chegar ao estado de transi¢cdo diminui com o incremento da temperatura e o sinal positivo
indica reacdo endotérmica na qual ha absorcéo de calor. Comportamento similar foi reportado
por Mercali et al. (2013) em polpa de acerola, Peron, Fraga e Antelo (2017) em extrato de uva
jucara e Oliveira e Antelo (2020) em extrato de cerejeira-do-rio-grande. Cisse et al. (2009)
determinaram valores de entalpia para extrato de hibisco na faixa de 47,19 a 58, 78 kJ/mol,
concordando com os do presente estudo.

Os resultados encontrados para a energia livre de Gibbs, que é a diferenca de energia
entre o estado ativado e o dos reagentes, apresentaram valores semelhantes, com leve aumento
conforme o incremento da temperatura na faixa estudada. O sinal positivo da energia livre de
Gibbs indica o carater ndo espontaneo das reacdes. O mesmo comportamento pode ser visto
em Mercali et al. (2015) e Oliveira e Antelo (2020).

A entropia de ativacdo é uma medida do grau de desorganizagdo das moléculas no
sistema e seu valor negativo indica que o estado de transicdo das moléculas se encontra mais
organizado em relagédo ao inicio (VIKRAM; RAMESH; PRAPULHA 2005). Quanto menor o
valor da entropia de ativacdo, mais proximo o material se encontra de seu estado de equilibrio
termodinamico (GEORGIEVA; ZVEZDOVA; VLAEV, 2012). Os valores de entropia de

ativacdo para a degradacdo das antocianinas do extrato de hibisco foram negativos, indicando
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que as moléculas no estado de transi¢do estdo mais organizadas que aquelas em estado inicial
da reacdo. Os valores de entropia tenderam a diminuir ao se aumentar a temperatura e,
conforme Mercali et al. (2015) e Peron, Fraga e Antelo (2017) sdo considerados altos,
sugerindo-se que o extrato ainda se encontra distante do equilibrio termodindmico e que as
reac0es podem ocorrer a uma velocidade maior com o0 incremento da temperatura para
formagéo do complexo ativado.

Os resultados indicam que as antocianinas do extrato de hibisco apresentam uma relativa
resisténcia térmica com t12=139,9 min (t2=2,3 h) a 85°C e z=39,8°C, parametros importantes
ao se considerar tratamentos térmicos como a pasteurizacdo, ao permitir diminuir o tempo de
tratamento sem acarretar perdas excessivas das antocianinas, além de garantir estabilidade

microbioldgica.

5.2. ETAPA II: Estudo da estabilidade de cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) com

acucar organico

52.1. pH

A flor de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) é rica em acidos organicos (Da-Costa-Rocha
et al., 2014). Para elaboracdo do cha de hibisco com agucar organico pronto para consumo, foi
adicionado calice de hibisco em p6 na concentracdo de 0,2% (m/v) visando alcangar valor de
pH proximo a 3, tipico de bebidas acidas, com intuito de evitar o crescimento de fungos e
leveduras e promover estabilidade microbiologica (VARNAN; SUTHERLAND, 1994;
STUMBO, 1973).

Conforme a Tabela 7 e Figura 9, o pH das amostras ndo diferiu significativamente
(p<0,05) ao longo do tempo de armazenamento a temperatura 5°C, mantendo-se estavel. Nas
outras condicdes de temperatura aplicadas no teste, houve diferenca significativa (p<0,05) do
pH ao longo do tempo, variando de 3,06 a 3,20, porém, mantendo o pH &cido (pH<3,5), 0 que
colaborou para o ndo crescimento de microrganismos nas amostras. Entre as temperaturas,
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) na maior parte dos dias, em especial nos primeiros
8 dias do teste. N&o se verificou diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as amostras a
25°C expostas e mantidas sob abrigo da luz, indicando que ndo houve efeito da luz sobre o
pH.
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Tabela 7. Valores determinados de pH para o cha de hibisco nas temperaturas de 5°C, 25°C,
25°C (luz), 35°C e 40°C ao longo do tempo.

Tempo
(dias)

46
77
103
133
167
196

5°C

3,06+0,0009™NS
3,13+0,0262™NS
3,13+0261"NS
3,13+Q"NS
3,16+0,017™NS
3,160™A
3,10£Q"NS

3,09+0,0125M™NS
3,12+0,0356"

3,15+0,0262"A

3,14+0,0189™NS
3,12+0,0125™A
3,20+0,0163™
3,11+0,0464"
3,14+0,0125™
3,13+0,0497™

25°C

3,06+0,00093NS
3,11+0,01PNs
3,12+0,01°Ns
3,13+0,010NS
3,16+0,01°NS
3,14+0,02°A
3,10+0,01°Ns
3,11+0,01PNS
3,10+0,01°8
3,11+0,06°NS

3,18+0,024®
3,18+0,01%
3,12+0,02PA
3,12+0,01°Ns
3,20+0,029"B

25°C Luz

3,06+0,0092NS
3,13+0,03°NS
3,10+0,020NS
3,1440,01°NS
3,16+0,0059NS
3,15+0,005°A
3,10+0,012°Ns
3,10+0,026°NS
3,10+0,0058

3,10+0,02°A

3,19+0,005%®
3,18+0,005%®
3,14+0,005¢NS

35°C

3,06+0,012NS
3,14+0,01°NS
3,12+0,02¢NS
3,14+0,01°NS
3,1740,019Ns
3,15+0,004°A
3,09+0,01PNS
3,09:+0,020NS
3,10+0,01°8

3,16+0,0198
3,16+0,005%
3,13+0,02¢A

40°C

3,06+0,0093NS
3,14+0,01°NS
3,10+0,01°Ns
3,14+0,004Ns
3,15+0,01P™
3,12+0,01°8
3,08+0,02°NS
3,10+0,01°NS
3,08+0,01PA

3,15+0,01%®
3,140,004
3,13+0,01%

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo
significativo. (-): amostras ndo retiradas.

Figura 9. Valores de pH ao longo de 77 dias para as condi¢6es de 5°C, 25°C, 25°C (luz), 35°C

e 40°C.
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Estudos mostram leve aumento do pH ao longo do tempo de armazenamento de

bebidas (ALAKA; AINA; FALADE, 2003; MENDONCA et al, 2021; REHMAN et al, 2014),
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devido a hidrdlise &cida de polissacarideos em mono e dissacarideos, gerando diminuigdo da
acidez e aumento do dulcor na bebida.

A estabilidade das antocianinas € fortemente influenciada pelo pH, uma vez que este
afeta a estrutura molecular das antocianinas devido a seu carater i6bnico (BROUILLARD,
1982). Conforme o valor de pH, as antocianinas apresentam cores distintas, indo do vermelho
ao azul, apresentando maior estabilidade em meios acidos (valores baixos de pH) que em
meios alcalinos (valores altos de pH) (ANDERSEN; MARKHAM; 2006; REIN, 2005).

A maior estabilidade das antocianinas em pH baixo é creditada ao aumento da
presenca do cation flavilium (forma colorida), sendo que maior presenca da forma hidratada
pseudo-base carbinol (incolor) e pH acima de 3,6 podem levar a perda da estabilidade das
antocianinas (AZEREDO, 2012; GRADINARU et al., 2003).

Fatores que podem explicar a mudanca da cor da bebida durante o teste sdo o efeito do
incremento da temperatura, presenca de oxigénio e exposicdo a luz que podem levar a
degradacéo de antocianinas e formagéo de compostos marrons (MARKAKIS, 1982), presenca
de &cido ascorbico que por mecanismos de condensacdo com moléculas de antocianinas ou
de geracdo de radicais livres podem levar a degradacdo das mesmas; e, ainda, 0 agucar
adicionado, cujos produtos de sua degradacdo podem afetar a estabilidade das antocianinas
dependendo do tipo e concentracdo destas ( CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELLES, 2011).

Portanto, os resultados indicam que a adigdo de calice de hibisco em p6 a 0,2% (m/v)
foi capaz de manter o pH do cha de hibisco com agucar organico na faixa acida (pH<3,5) que,
além de contribuir para a estabilidade microbioldgica e ndo necessitar da adicdo de
acidulantes a bebida, cumpre ainda a funcdo de manter o pH da bebida na faixa na qual as
antocianinas do hibisco sdo mais estaveis, contribuindo para a estabilidade da cor.

5.2.2. Solidos Soluveis

Extratos de hibisco possuem baixos teores de aclcares (Wong et al., 2002). Assim,
para o desenvolvimento do cha de hibisco, aglcar organico cristal (sacarose) foi adicionado a
bebida para se obter teor de sélidos soltveis igual a 6°Brix (valor de sélidos sollveis inferior
ao de sucos e refrigerantes). Os resultados do teor de solidos solUveis estdo apresentados na
Tabela 8 e Figura 10.
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Tabela 8. Valores determinados de solidos soltveis para o chéa de hibisco nas temperaturas de

5°C, 25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C ao longo do tempo.

Tempo
(dias)

©ooo~No ol O

10
11
12
14
19
29
46
77
103
133
167
196

5°C
6,0+02NS
6,1+0,05¢NS
6,1+0,1°NS
6,2+0,05¢NS
6,1+00NS
6,0+0%A
6,1+00A

6,1+0,05NS
6,2+0°

6,2+00NS

6,1+0,05NS
6,0+0,052NS
6,1+0,05"
6,3+0°
6,2+0°
6,2+0,05°

25°C

6,0+£0N\S
6,2+0°NS
6,1+0°NS
6,1+00NS
6,1+0°NS
6,1+008
6,1+0,05"A
6,1+0PA
6,1+00°NS
6,2+0,08¢"

6,1+008
6,1+0,05°NS
6,1+0,05"A

6,1+0°NS

6,2+06NS

25°C Luz

6,0+03NS
6,2+0,05°NS
6,1+0,05°NS
6,1+0,05°NS

6,2+0PNS
6,2+0,05°C

6,1+0%A
6,1+0,05%A
6,2+0,05°NS

6,040,052
6,2+0,05°NS
6,1+0,05°A
6,1+0,05°NS

35°C

6,0+£0N\S
6,1+00NS
6,1+0°NS
6,1+00NS
6,1+0,09°NS
6,0+0%
6,2+0°8
6,2+0°8
6,2+0,05NS

6,1+0"8
6,2+00NS
6,1+0°A

40°C

6,0+0N\S
6,2+0,05NS
6,2+0,05NS
6,1+0,05NS
6,0+0,052NS

6,1+00B
6,240,058

6,2+0°B
6,2+0,05NS

6,2+0¢C
6,2+0Cns
6,2+0°B

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05). Letras

maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo

significativo. (-): amostras ndo retiradas.

Figura 10. Valores determinados de solidos soltveis (°Brix) ao longo de 77 dias para o cha de
hibisco nas temperaturas de 5°C, 25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C.
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Nota-se que os valores de solidos soltveis divergiram significativamente (p<0,05) ao
longo do tempo para todas as temperaturas, com leve aumento, variando de 6,0 a 6,3°Brix.
Tais resultados concordam com os resultados de Mendonca et al. (2021), ao desenvolverem
blendas de infusdo e extratos de folhas de hibisco e polpa de cupuacu, e os de Rehman et al.
(2014), ao estudarem a estabilidade de sucos, que verificam leve aumento do teor de solidos
soltveis ao longo do tempo de armazenamento. Os autores atribuem essa variacdo de sélidos
sollveis a hidrélise acida de polissacarideos em mono ou dissacarideos. Entre as
temperaturas, as amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) na maior parte
dos periodos avaliados. Resultados similares foram observados por Alaka, Aina e Falade
(2003) ao estudarem a estabilidade de suco de manga em garrafas de vidro, de PET e filmes
de polietileno a temperaturas de 6°C, 26°C e 34°C, ndo havendo diferenca significativa.
Quanto ao efeito da luz, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) nas amostras a
temperatura de 25°C, indicando que ndo houve efeito deteriorante da luz sobre o teor de
solidos sollveis das amostras.

Os resultados do presente estudo indicam preponderancia do efeito do tempo sobre a

temperatura e a luz no teor de sélidos solUveis do cha de hibisco com agucar organico.

5.2.3. Acidez Titulavel

O extrato de hibiscus sabdariffa L. é fonte de acidos organicos, cujos principais
representantes sdo os acidos citrico, hidroxicitrico, hibisco, malico e tartarico, estando ainda
presentes, em menor quantidade, ascorbico e oxalico (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

Como mostrados na Tabela 9 e Figura 11, os valores encontrados para a acidez total
titulavel do cha de hibisco com acucar organico variaram de 0,53 a 0,58 (g/100mL), nédo
diferindo significativamente (p<0,05) ao longo do tempo em cada temperatura, entre
temperaturas e sob acdo da luz. Esses resultados estdo de acordo com os de Castro et al.
(2020), cuja acidez total de 3 blendas de cha de hibisco e agua de coco ndo se alterou
estatisticamente a 4°C ao longo de 35 dias, variando de 0,7 a 5,3 g/100mL de acordo com a
proporcao de cha de hibisco empregada. Outros estudos indicam diminuicdo da acidez total de
bebidas, semelhante a Mgaya-Kilima et al. (2015) que observaram diminuicao da acidez total
de blendas de extrato de hibisco e suco de manga ao longo de 6 meses armazenadas a 4°C e
28°C em garrafas de vidro e plasticas (ndo especificou o material); e Alaka, Aina e Falade
(2003), ao estudarem o efeito do material de embalagem (garrafa de vidro, de PET, filme de

polietileno) sobre suco de manga a 34°C por 2 meses.
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Ressalta-se a importancia dos resultados da estabilidade da acidez da bebida no

presente trabalho, que contribuiu para manutencdo do ratio (°Brix/Acidez) do cha de hibisco

com acucar organico ao longo do armazenamento, nao afetando o equilibrio entre sélidos

sollveis e acidez, relacdo de suma importancia sensorial.

Tabela 9. Valores determinados de acidez total para o cha de hibisco nas temperaturas de

5°C, 25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C ao longo do tempo.

Tempo
(dias)

0
1
4
5
6
7
8
9
10
11
12
14
19

29
46
77
103
133
167
196

5°C

0,54Q"NS
0,56+0,02"N®

0,54+0™A
0,56+0,02"N®
0,58+0,02"NS
0,58+0,02"N®
0,53+0,02"NS

0,54Q"NS
0,56+0,02"

0,56:£0,02"S
0,54£0™N
0,540
0,560,02"
0,540
0,54£0™
0,540

25°C

0,54£0™NS
0,5420"NS
0,54:0™A
0,540\
0,54:£0™NS
0,540
0,53£0,02"NS
0,50+£0™NS
0,54£0™NS
0,56:£0,02"NS

0,56:£0,02"NS
0,54:£0™NS
0,540

0,53£0,02"N

0,56:0,02"NS

25°C Luz

0,54+0"sNS
0,56+0,02"NS
0,54+0™A
0,54+0"NS
0,56+0,02"NS
0,56+0,02"NS
0,53+0,02"NS
0,53+0,02"NS
0,54+0"sNS

0,540
0,56:0,02"N
0,56:£0,02"NS

0,54£0™NS

35°C 40°C
0,54+02NS 0,54+0"NS
0,54+0%NS  0,53+0,02™NS
0,58+0,02°B  0,54+0™A
0,54+02NS 0,54+0"NS
0,53+0,028NS  0,53+0,02MNS
0,54+0%NS  0,56+0,02"NS
0,54+02NS 0,54+0"NS
0,51+0,028NS  0,54+Q™NS
0,58+0,02°NS  0,53+0,02"NS
0,53+0,022NS  0,54+0™NS
0,54+03NS  0,53+0,02™NS
0,56+0,02°NS  0,56+0,02"NS

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo
significativo. (-): amostras ndo retiradas.
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Figura 11. Valores de acidez titulavel total ao longo de 77 dias para as condi¢des de 5°C,
25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C.
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5.2.4. Ratio

O ratio (relacdo solidos soluveis/acidez) possui enorme importancia no
desenvolvimento de novos produtos. Valores mais elevados de ratio indicam maior
guantidade de sélidos solUveis e uma maior percepc¢do do gosto doce, enquanto um ratio com
valores menores refletem um produto de maior acidez e uma maior sensacao de gosto acido
(SCHACHMAN, 2005).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10 e Figura 12, o cha de hibisco
com acucar organico teve ratio inicial de 11,02 e apresentou diferenca estatistica significativa
(p<0,05) apenas no dia 9 a 25°C e 35°C, permanecendo nao significativo para o restante das
condigdes estudadas. Conforme visto, a acidez titulavel total permaneceu constante durante o
estudo, enquanto os sélidos soluveis tiveram uma leve variacéo (6,0-6,3°Brix) que, entretanto,
néo refletiu uma modificagéo significativa do ratio.

Esses resultados indicam que a adicdo de 0,2%(m/v) de hibisco em pd, visando
pH=3,0, resultou em valores relativamente baixos de acidez, criando condicOes para adi¢ao de
menor quantidade de acucar organico (6,0°Brix) em relagdo a quantidade de acgucares
encontrados em sucos e refrigerantes (acima de 9°Brix) (HORMAN, 2006; TAYLOR, 2016),

0 que levou a um valor de ratio igual a 11,02, sendo esta a formulagdo escolhida pelos
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pesquisadores para a conducdo do estudo da estabilidade do cha de hibisco com agUcar

organico.

Tabela 10. Valores determinados de ratio para o cha de hibisco nas temperaturas de 5°C,
25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C ao longo do tempo.

T(gzzgo 5°C 25°C 25°C Luz 35°C 40°C

0 11,02+QMNS 11,02+02NS 11,0240Q"NS 11,02+02NS 11,02+0Q"NS
1 10,95+0,49™NS  11,39+02NS  11,13+0,37™NS  11,20+0%NS  11,70+0,58"™NS
4 11,26+0,17™8 11,20+0% 11,26+0,09™B  10,58+0,44**  11,33+0,09""
5 11,01+0,53"NS  11,20+02NS  11,26+0,09™NS  11,20+0%NS  11,26+0,09"NS
6 10,58+0,44™NS 11 2040%NS  11,07+0,44™NS  11,52+0,72NS  11,45+0,48™NS
7 10,41+0,43"NS 11 20+02NS  11,0140,52™NS  11,02+0%NS  10,89+0,44"NS
8 11,58+0,53"NS  11,52+0,573NS  11,58+0,53™NS  11,39+02NS  11,45+0,09"NS
9 - 12,3240°NS 11 52+0,58™NS 12 15+0,53°NS  11,39+Q"NS
10 - 11,20+02NS  11,33+0,09™NS  10,70+0,49°NS  11,70+0,44"NS
11 11,26+0,09™NS 11 ,07+0,332NS - - -

12 11,07+0,45" - - - -

14 - 10,89+0,44NS  11,08+0,09™NS  11,58+0,538NS  11,39+(Q"NS
19  11,07+0,45™NS  11,26+0,09NS  11,01+0,53™NS  11,39+0%NS  11,77+0,54™NS
29 - 11,14+0,098NS  10,95+0,36™NS  10,89+0,44NS  11,07+0,44"NS
46 11,26+0,09™NS 11,58+0,532NS 11,26+0,09™NS - -

77  11,08+0,09™NS  11,07+0,442NS - - -

103 10,84+0,52" - - - -

133 11,57+0™ - - - -

167 11,39+0™ - - - -

196 11,33+0,09" - - - -

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo
significativo. (-): amostras ndo retiradas.
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Figura 12. Valores de ratio ao longo de 77 dias para as condig¢des de 5°C, 25°C, 25°C (luz),
35°C e 40°C.
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5.2.5. Estudo da cinética de degradacdo das antocianinas do cha de hibisco com agucar

organico

Foi feito o estudo da cinética de degradacdo das antocianinas do cha de hibisco com
adicdo de acucar organico nas condicGes de 5°C, 25°C (auséncia de luz), 25°C (exposta a luz),
35°C e 40°C. Verificou-se que o comportamento de degradacdo das antocianinas seguiu o
modelo de 12 ordem (Figura 13) com ajuste adequado dos dados (Tabela 11) na faixa de
temperatura estudada, com aumento da degradacdo a medida que se aumenta a temperatura,
podendo ser notado pela maior inclinacdo das retas com a elevacdo da temperatura. O
comportamento de 12 ordem foi observado na primeira parte do trabalho para o extrato de
hibisco em temperaturas elevadas, assim como por Sinela et al. (2017) e De Moura et al.
(2018) ao estudarem a estabilidade de extratos de hibisco durante armazenamento no intervalo
4-37°C e a 5 e 25°C, respectivamente. Na Figura 14, esta representada a reta para a condi¢ao

de 5°C por ter transcorrido ao longo de 167 dias.



Figura 13. Degradacgdo das antocianinas do cha de hibisco com aglcar orgénico a 5, 25,
25(luz), 35 e 40°C
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Figura 14. Degradacédo das antocianinas do cha de hibisco com agUcar orgéanico a 5°C ao
longo de 167 dias.
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Tabela 11. Temperaturas e coeficientes de correlagdo da cinética de degradacéo de primeira
ordem das antocianinas.

Temperatura (°C) R?
5 0,9595
25 0,9536
25(luz) 0,9316
35 0,9634
40 0,9617

Foram calculados a constante cinética de degradacdo (kd), o tempo de reducdo

decimal (D) e o tempo de meia vida (t12) mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores das constantes cinéticas de degradacgdo térmica (Kd), tempo de reducédo
decimal (D) e meia-vida (t1/2) para as condi¢6es estudadas.

T (°C) kd (dia?) D(dia) ti2(dia)

5 0,0201+0,0036*  118,65+21,81°  35,72+6,56°
c a
25luz  0,4904+0,0780 4,82+0,78 1.45£0.24°

25 0,1928+0,0225° 12,11+1,42° 3,64+0,43°
35 0,4122+0,0527¢ 5,67+0,682 1,71+0,202
40 0,4603+0,1112° 5,41+1,092 1,63+0,332

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

Nota-se que a constante cinética diferiu significativamente (p<0,05) entre as condi¢des
estudadas e aumentou de valor com o incremento da temperatura. A degradacdo das
antocianinas ocorreu a velocidade maior nas temperaturas de 25°C sob luz, 35°C e 40°C onde
ndo houve diferenca significativa (p<0,05). A luz exerceu efeito acentuado sobre a velocidade
da degradacdo das antocianinas a 25°C, com valor de kd cerca de 2,6 vezes superior,
indicando alta sensibilidade das antocianinas e a baixa prote¢do conferida pela garrafa de
vidro transparente & luz. Sugere-se que degradacdo fotoquimica das antocianinas e,
consequente perda de cor, pode ocorrer pela transformacédo do cation flavilium via pseudobase
carbinol em chalconas (forma incolor) ou mesmo pela fotodegradacdo direta do céation
flavilium (DYRBY, WESTERGAARD, STAPELFELDT, 2001).

Apos 10 dias, houve uma degradacdo de 98,7% das antocianinas sob efeito da luz a

25°C, enquanto, no mesmo periodo, as amostras protegidas da luz a 25°C tiveram uma
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reducdo de 78,8% (dados nd&o mostrados). Baublis, Spomer e Berber-Jimenez (1994)
reportaram degradacéo acima de 94% para extratos de uva concordia e repolho vermelho sob
luz. Chen et al. (2018) relataram perdas de 81% de antocianinas em extratos de repolho em
24h sob luz natural. Observa-se o efeito deteriorante da luz sobre a degradacdo das
antocianinas em outros trabalhos como em Paraiso et al. (2020) em extrato de hibisco e
Bhushan et al. (2023) em extrato de milho. Pereira Barbosa et al. (2021) ndo verificaram
influéncia da luz sobre extrato de sorgo.

O tempo de reducdo decimal (D) para a degradacdo das antocianinas apresentou
diferenca estatistica significativa (p<0,05) e, conforme esperado, foi menor com 0 aumento da
temperatura até 35°C e influéncia da luz. Nota-se o elevado valor de D a 5°C em relacéo ao
restante das condicGes, indicando a influéncia da baixa temperatura na estabilidade das
antocianinas.

O tempo de meia-vida, sendo o tempo necessario para que ocorra a deterioracdo de
50% da concentracdo inicial de um componente, teve diferenca estatistica significativa
(p<0,05). Nota-se que ti> diminuiu consideravelmente de valor com o incremento da
temperatura até 35°C e efeito da luz a 25°C. O maior valor de tempo de meia-vida para as
antocianinas do cha de hibisco com acgucar organico em garrafa de vidro foi de 35,7 dias a
5°C, sendo este cerca de 9,8 vezes o valor encontrado para 25°C sob abrigo da luz, e cerca
22,3 vezes o valor do restante das condicdes. A luz teve impacto significativo na redugéo do
tempo de meia-vida a 25°C de 3,6 dias sob abrigo da luz para 1,4 dia com exposicdo a luz.
N&o houve diferenca estatistica (p<0,05) entre 25°C sob luz, 35°C e 40°C, com tempos de
meia-vida para as antocianinas do cha de hibisco muito baixos, menores que 2 dias. Os
resultados para tempo de meia vida evidenciam a importancia da manutencdo do cha de
hibisco com aclcar organico a baixas temperaturas e protegido da luz por meio de
embalagens mais adequadas durante o armazenamento.

Os resultados para o valor z, energia de ativacdo (Ea) e o coeficiente de temperatura

(Q10) estao apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores de z, energia de ativagdo (Ea) e coeficiente de temperatura (Q1o) para a
degradacéo das antocianinas do cha de hibisco com aculcar organico nas condicOes estudadas

Ea Intervalo de Q1o
T (°C) Z(°C) (kJ mol-1) tempsratura
(C)
25 5-25 3,1
35 38,9 44,7
40 25-35 2,2

Para o célculo do valor z, foi considerada a faixa de temperatura mais alta e sem o
efeito da luz (25, 35 e 40°C). O valor z foi obtido plotando-se log(D) versus a temperatura
(°C), conforme Figura 15. O valor z encontrado foi de 38,9°C, sendo préximo ao determinado
para o extrato de hibisco (z=39,8°C) e concordando com outros trabalhos (CISSE et al, 2009;
REYES, CICERO-CEBALLOQOS, 2007), sendo, ainda, superior a valores z de esporos e células
vegetativas (5-12°C) (HOLDSWORTH,1985), o que indica maior resisténcia das antocianinas
a temperatura que os microrganismos. Tal resisténcia pode ser verificada na eficiéncia do
tratamento térmico (85°C/0,15s) aplicado ao cha, onde ndo houve crescimento de
microrganismos ao longo do armazenamento e uma reducdo na concentracdo de antocianinas

de 8,4 para 7,8 mg/L (3,7%) (dados ndo mostrados) apds o tratamento térmico.

Figura 15. Determinacao do valor Z por meio do logaritmo de D pela temperatura (°C).
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O coeficiente de temperatura (Q10) calculado foi maior na faixa de temperatura mais

baixa, indicando a maior influéncia da temperatura na velocidade de degradagdo das
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antocianinas entre 5 e 25°C que entre 25 e 35°C. De Moura (2018) obteve Q10=4,0 para
extrato de hibisco no intervalo de 5 a 25°C, superior ao encontrado do presente trabalho. Essa
diferenga em Q10 pode ser devido a concentracdo do extrato e interacdo entre componentes da
matriz (acUcares e antocianinas), influenciando na velocidade da reacdo e levando a menor
valor de Q0. Entre 25 e 35°C, Qo foi de 2,2, estando prdximo aos valores encontrados para o
extrato de hibisco em temperaturas mais elevadas na primeira parte do trabalho, que sugere
efeito similar da variacdo de 10°C na velocidade de degradacdo das antonianas nessas faixas.
A energia de ativacdo (Ea) das reacOes de degradacdo das antocianinas do cha de
hibisco com acucar organico foi obtida plotando-se —In(kd) pelo inverso das temperaturas (K)
conforme apresentado na Figura 16. Ea calculada foi de 44,7 kJ/mol, valor inferior ao
encontrado para o extrato de hibisco (60,1 kJ/mol), o que indica uma menor dependéncia da
temperatura, ou seja, uma degradacdo mais rapida a temperaturas relativamente menores. Em
temperaturas similares, Cisse et al. (2009) e Cisse el al. (2012) determinaram energias de
ativacdo na faixa de 22 a 26 kJ/mol e 48 kJ/mol, respectivamente, em extratos de hibisco,

estando proximas ao cha de hibisco com acucar organico.

Figura 16. Determinacdo da energia de ativacdo (Ea) por meio do logaritmo neperiano da
constante de degradacdo térmica pelo inverso da temperatura (K).
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Uma vez que Ea independe da concentracdo dos reagentes, a diminui¢do do valor da
energia da ativacdo da reacdo de degradacdo das antocianinas do cha, cuja concentracdo de
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antocianinas foi cerca de 10 vezes inferior a do extrato, poderia ser atribuida a presenca de
acucar organico (6,0°Brix). Entretanto, estudos indicam que a adicdo acima de 20% de
acucares tem efeito protetor sobre as antocianinas pela diminuicdo de atividade de agua,
dificultando a mobilidade molecular e levando a um aumento da energia de ativacao
(NIKKAH et a, 1990; OLIVEIRA, ANTELO, 2020). Deve-se considerar ainda o efeito do pH
que, no extrato foi de 2,4, enquanto no ché foi de 3,0-3,2, dado que, em valores mais baixos,
favorece a formacdo do céation flavilium (forma mais estavel) das antocianinas causando um
possivel incremento da energia de ativacdo para a quebra das ligacGes. Esse comportamento
foi observado por Wu, Yang e Chiang (2018) em extrato de hibisco no qual houve diminuicdo
da energia de ativagcdo com o aumento do pH.

5.2.6. Andlise termodinamica da degradacéo das antocianinas do cha de hibisco com

acucar organico

Utilizando os dados das constantes cinéticas de degradacdo (kd) e da energia de
ativacdo (Ea), obtiveram-se a variacdo da entalpia de ativacdo (AH), variacdo da energia livre

de Gibbs (AG) e variacdo da entropia (AS), estando os valores mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Parametros termodindmicos obtidos para a degradagdo das antocianinas do cha de
hibisco com agUcar organico nas condicdes estudas.

T (C) AH AG AS
(kJ mol-1) (kJ mol-1) (J mol-1 K-1)
25 42,19 76,7 -115,9
35 42,11 77,4 -114,4
40 42,07 78,6 -116,7

Nota-se que os valores para a entalpia de ativacdo foram semelhantes para as
temperaturas estudadas, apresentando uma leve diminuicdo com o aumento da temperatura, o
que sugere uma diminuicdo da energia necessaria para 0 rompimento de ligagdes e formacéo
do estado de transicdo das antocianinas ao se aumentar a temperatura. Percebe-se, ainda, o
sinal positivo da entalpia, indicando uma reacdo endotérmica com absorcéo de energia. Esse
mesmo comportamento foi observado para o extrato de hibisco na primeira etapa e outros
trabalhos (MERCALI et al, 2013, PERON; FRAGA; ANTELO, 2017), além de valores
similares de entalpia em extratos de hibisco (CISSE et al, 2009).
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A energia livre de Gibbs (diferenca entre o estado ativado e dos reagentes) para a
degradacdo das antocianinas do cha de hibisco com agUcar organico teve valores levemente
crescentes conforme o aumento da temperatura. O sinal positivo da energia livre indica que a
reacdo de degradacdo das antocianinas do cha ndo ocorre espontaneamente. Esse
comportamento esta de acordo o observado para o extrato de hibisco e com outros trabalhos
(OLIVEIRA; ANTELO, 2020; MERCALI ET AL, 2015).

Os valores determinados para a entropia de ativacdo das antocianinas do cha de
hibisco com acucar organico foram negativos, evidenciando que as moléculas em estado de
transicdo se encontram mais organizadas em relacdo ao inicio da reagdo (VIKRAM;
RAMESH; PRAPULHA 2005). Os valores encontrados de entropia de ativagdo para o cha
estdo relativamente proximos aos determinados para o extrato de hibisco, sendo considerados
valores altos (MERCALI et al, 2015; PERON; FRAGA; ANTELO, 2017). Dado que quanto
maior o valor da entropia de ativacdo, mais longe o material se encontra do estado de
equilibrio (GEORGIEVA; ZVEZDOVA; VLAEV, 2012), as moléculas de antocianinas do
cha podem ainda estar distantes do equilibrio termodinamico e que as reacdes para formacéo

do complexo ativado podem ser aceleradas mediante aumento da temperatura.

5.2.7. Colorimetria

A fim de avaliar o comportamento da cor no cha de hibisco com aglcar orgéanico,
foram utilizados os parametros L*, a*, b*, C*, H* e DE dos espacos de cor Cielab. O
parametro L* representa a luminosidade da amostra, variando de 0 (preto) a 100 (branco). O
parametro a* situa-se entre -a* (verde) e +a* (vermelho), enquanto b* estd compreendido
entre -b*(azul) e +b*(amarelo). C*(Chroma) indica a saturacdo da cor e se relaciona a
concentracdo do corante, sendo que quanto maior o valor da saturacdo, maior a percepc¢ao de
brilho ao olho humano (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). H* representa o angulo de
tonalidade (dngulo de 0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde), 270° (azul)) (MCGUIRE,
1992). DE é a diferenca total de cor das amostras, sendo classificada, quanto a percepcao ao
humano em pequena distin¢do de diferenca (DE<1,5), percepcdo distinta (1,5>DE>3,0), e
muito distinta (DE>3,0) (ADEKUNTE et al, 2010).

Todos os parametros apresentaram diferenga estatisticamente significava (p<0,05) em
todas as condigdes estudadas. Percebe-se pela Tabela 15 e Figura 17, que, a 5°C, houve uma
tendéncia do chéa a se tornar mais claro pelo aumento do valor de L*, e a perder a intensidade

da cor vermelha com a diminuigédo dos valores de a* e a ficar mais amarela com o aumento
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dos valores de b*. As amostras tiveram ainda uma tendéncia a perda do brilho como mostra a
queda nos valores de C*, alem de se distanciar da cor vermelha e aproximar da amarela como
denota o aumento dos valores de H*. Houve aumento de DE ao longo do tempo, contudo DE
foi superior a 1,5 apenas apos 103 dias. Notam-se mudancas significativas nos valores dos
pardmetros especialmente ap6s 46 dias, tempo j& superior ao tempo de meia-vida das
antocianinas do cha (35,7 dias).

Tabela 15. Valores de L*, a*, b*, C*, H* e DE determinados para cha de hibisco com agucar
organico a 5°C ao longo do armazenamento

5°C
L* a* b* C* H* DE

27,93+0,172 299+0,089  159+0,07%  3,39+0,07° 0,49+0,022 -

27,70+0,34? 2,79+0,13¢  156+0,162  3,20+0,13° 0,51+0,052 0,47+0,36?
27,64+0,19? 29640139  152+0,05%  3,33+0,13" 0,480,022 0,48+0,212
27,70+0,13? 2,93+0,169  1,52+0,112  3,30+0,19° 0,48+0,012 0,29+0,02?
27,77+0,13? 3,080,059  1,55+0,03%  3,45+0,06° 0,47+0,00? 0,35+0,042
27,93+0,012 3,03+0,119  1,58+0,04®  3,42+0,11° 0,48+0,022 0,26+0,042
27,75+0,212 3,10+0,18¢  1,50+0,06%  3,45+0,18° 0,450,022 0,28+0,04?
27,81+0,09? 3,08+0,04¢  1,53+0,04%  3,43+0,05° 0,460,012 0,27+0,06?
27,93+0,08? 2,92+0,17¢  153+0,07%2  3,30+0,19° 0,480,022 0,25+0,042
27,760,107 288+0,22¢  155+0,07%2  3,28+0,21° 0,49+0,022 0,30+0,172
28,060,072 222+0,10° 1,78+0,06®  2,85+0,11? 0,68+0,01° 0,82+0,14°
28,25+0,03° 1,80+0,08®  1,90+0,01°  2,61+0,052 0,81+0,03¢ 1,28+0,12¢
28,26+0,10° 1,57+0,07°  2,03+0,04°  2,57+0,042 0,91+0,03¢ 1,55+0,10¢
28,47+0,14° 1,380,072  2,24+0,04¢  2,63+0,012 1,02+0,03¢ 1,82+0,10¢
28,33+0,05P 1,18+0,092  2.17+0,06¢  2,47+0,012 1,07+0,04f 1,94+0,11¢
28,76+0,17¢ 1,18+0,042  2.23+0,06¢  2,52+0,042 1,08+0,03f 2,09+0,13¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).
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Figura 17. Amostras de cha de hibisco com agucar organico ao longo do tempo de
armazenamento a 5°C.

Dias

Dias

Na Tabela 16 e Figura 18 encontram-se os dados referentes a 25°C sob abrigo da luz.
As amostras tenderam a se tornar mais claras como mostra 0 aumento de L*. Houve ainda
perda da cor vermelha (diminuicdo de a*) e tendéncia a cor amarela (aumento de b), o que
também pode ser observado pelo aumento de H*. As amostras ainda apresentaram perda de
brilho (diminui¢do de C*). O célculo de DE foi superior a 1,5, valor a partir do qual o olho
humano consegue ter maior distin¢do da diferenca de cor, a partir do quarto dia, entretanto,
DE ficou abaixo de 3,0 durante todo teste.
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Tabela 16. Valores de L*, a*, b*, C*, H* e DE determinados para cha de hibisco com agucar

organico a 25°C sob abrigo da luz ao longo do armazenamento.

L*
27,93+0,172
28,080,072
28,52+0,08°

28,71+0,12¢
28,36+0,20°

28,53+0,12°
28,21+0,14?

28,93+0,03¢
28,78+0,16°
28,46+0,28°
28,55+0,19°

29,06+0,02¢
29,16+0,07¢
29,09+0,04¢
28,78+0,32°

a*
2,99+0,08¢
2,14+0,13
1,69+0,04¢

1,36+0,05¢
1,42+0,05¢4

1,30+0,144
1,43+0,19¢

1,15+0,14°
1,13+0,04°
0,65+0,10°
0,77+0,11°

0,80+0,13°
0,70+0,04°
0,51+0,072
0,31+0,042

25°C sem luz
b* Cc*
1,59+0,072 3,39+0,072
1,83+0,06° 2,82+0,13°
2,05+0,06" 2,65+0,05"
2,14+0,11°¢ 2,54+0,06°
2,06+0,11° 2,50+0,10°
2,20+0,11°¢ 2,55+0,06°
1,94+0,13° 2,41+0,07°
2,34+0,05° 2,61+0,07°
2,22+0,09¢ 2,49+0,09°
1,53+0,26¢ 1,66+0,20°
2,28+0,12¢ 2,41+0,12°
2,53+0,07¢ 2,65+0,03°
2,53+0,03¢ 2,63+0,04°
2 55+0,06¢ 2,60+0,05°
2,33+0,38° 2,35+0,41°

H*
0,49+0,022
0,71+0,01°
0,88+0,02¢

1,00+0,04¢
0,97+0,02¢

1,04+0,07¢
0,93+0,09¢

1,11+0,05°
1,10+0,02°
1,17+0,08¢
1,25+0,04°

1,27+0,06
1,30+0,04"
1,37+0,029
1,44+0,019

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

DE

0,94+0,16°
1,51+0,10°

1,89+0,13¢
1,70+0,13°

1,91+0,14¢
1,62+0,26°

2,23+0,14¢
2,16+0,13¢
2,15+0,28¢
2,430,10¢

2,64+0,09°
2,77+0,08°
2,94+0,07°
3,01+0,12°

Figura 18. Amostras de cha de hibisco com agucar organico ao longo do tempo de
armazenamento a 25°C sob abrigo da luz.
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Conforme Tabela 17 e Figura 19, as amostras na condicdo de 25°C sob o efeito da luz

apresentaram uma tendéncia a perda de brilho, entretanto, com aumento nos primeiros dias de

teste, como indicam os valores de L*. Houve uma perda acentuada da cor vermelha ja no

primeiro dia (diminuicdo de a*) e tendéncia ao aumento da cor amarela (aumento de b*)

assim como indicado pelo aumento de H*. A diminuicdo de C* indica que as amostras

perderam o brilho ao longo do tempo. DE ja no primeiro dia de teste foi superior a 1,5,

indicando diferenca de cor perceptivel a olho nu. Percebe-se que a luz teve forte influéncia na

degradacéo da cor.

Tabela 17. Valores de L*, a*, b*, C*, H* e DE determinados para cha de hibisco com agUcar
organico a 25°C exposta a luz ao longo do armazenamento

Tempo
(dias)

29
46

L
27,93+0,172
28,50+0,13°
29,01+0,03°
28,60+0,01°
29,35+0,07¢
29,23+0,11¢
28,88+0,16°
28,94+0,05°
28,61+0,38°
28,42+0,22°
28,98+0,25°
28,64+0,07"
28,62+0,13°

a
2,99+0,08f
1,42+0,05°
0,60+0,04¢
0,34+0,04°
0,35+0,06°
0,25+0,09°
0,02+0,06°
0,04+0,02°
0,04+0,10°
-0,08+0,03?
-0,07+0,01°
-0,10+0,00?
-0,07+0,03?

25°C exposto a luz

b
1,59+0,072
1,94+0,07°
2,38+0,05°
2,17+0,07°
2,76+0,07¢
2,6620,08¢
2,32+0,07°
2,46+0,05¢
2,52+0,12¢
2,35+0,16°
2,61+0,09¢
2,58+0,03¢
2,53+0,05¢

C
3,39+0,07¢
2,40+0,062
2,46+0,042
2,20+0,072
2,78+0,07°
2,67+0,09°
2,32+0,072
2,46+0,052
2,52+0,12°
2,35+0,16°
2,61+0,09°
2,58+0,03°
2,53+0,05°

H
0,49+0,02°
0,94+0,03°
1,32+0,02°
1,42+0,01°
1,45+0,02°
1,48+0,03°
1,56+1,46°
1,56+0,01°
1,55+1,45°
-1,5440,012
-1,54+0,00°
-1,53+0,00?
-1,54+0,012

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

DE
1,73+0,122
2,74+0,08°
2,80+0,08°
3,23+0,11¢
3,23+0,09°
3,21+0,12¢
3,24+0,05°
3,20+0,08°
3,20+0,12¢
3,42+0,09°
3,32+0,03°
3,27+0,11°¢



Figura 19. Amostras de cha de hibisco com aglcar organico ao longo do tempo
armazenamento a 25°C expostas a luz.
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Na tabela 18 e Figura 20 estdo representados os resultados para as amostras a 35°C. As

amostras do cha ndo apresentaram diferenca significativa para L* durante o armazenamento.

Houve tendéncia a perda de cor vermelha e a ganho de cor amarela, conforme indicado pela

diminuicdo dos vales de a* e aumento de b*, respectivamente. Houve aumento de H* e

diminuicdo de C* ap6s o primeiro dia, se estabilizando ap6s. Encontrou-se DE>1,5 ap6s o

primeiro dia, sugerindo mudanca de cor das amostras perceptivel a olho nu. A 35°C percebe-

se efeito pronunciado na degradagéo da cor das amostras.

Tabela 18. Valores de L*, a*, b*, C*, H* e DE determinados para cha de hibisco com aglcar
organico a 35°C ao longo do armazenamento.

Tempo
(dias)

O©oo~NOoO Ol O

10
14
19
29

L
27,93+0,17™
27,95+0,24"™
28,38+0,26"™
28,52+0,35™
28,33+0,07™
28,49+0,17™
28,51+0,32"™
28,37+0,06™
28,34+0,17"™
28,44+0,31™
28,09+0,38™
28,31+0,09™

a
2,99+0,08¢
1,36+0,12°
0,70+0,14°
0,56+0,11°
0,50+0,09°
0,51+0,09°
0,43+0,06°
0,44+0,06°
0,38+0,092
0,29+0,052
0,3240,212
0,18+0,092

35°C

b
1,59+0,072
1,72+0,162
2,25+0,38°
2,15+0,15°
2,00+,03°
2,19+0,11°
2,06+0,09°
2,08+0,01°
2,22+0,04°
2,05+0,05P
2,06+0,26°
2,23+0,05°

C
3,39+0,072
2,19+0,07°
2,35+0,35°
2,22+0,13°
2,06+0,02°
2,24+0,10P
2,10+0,09°
2,13+0,02°
2,25+0,05°
2,07+0,04°
2,08+0,22°
2,24+0,05P

H
0,49+0,02°
0,90+0,09°
1,27+0,09°
1,32+0,06°
1,32+0,05°
1,34+0,05°
1,37+0,03°
1,36+0,03¢
1,40+0,04°
1,43+0,03°

1,42+,13°
1,49+0,04°¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

DE

1,650,202
2,44+0,26°
2,57+0,27°
2,56+0,14°
2,62+0,13°
2,67+0,15°
2,64+0,06°
2,71+0,06°
2,82+0,13°
2,7740,27°
2,92+0,12°



Figura 20. Amostras de

armazenamento a 35°C.
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Os resultados para as amostras de cha a 40°C encontram-se representados na Tabela

19 e Figura 21. As amostras tenderam a tornar-se mais claras (aumento de L*), a perda da cor

vermelha (diminuicdo de a*) e ao incremento da cor amarela (aumento de b*), além da perda

do brilho (diminuig&o de C*) e diminuicg&o da tonalidade (aumento de H*). DE encontrado foi

superior a 1,5 ja no primeiro dia do teste. Nota-se que a temperatura de 40°C teve forte efeito

deteriorante sobre a cor do cha de hibisco com agucar.

Tabela 19. Valores de L*, a*, b*, C*, H* e DE determinados para cha de hibisco com agucar
organico a 40°C ao longo do armazenamento.

Tempo
(dias)

O©oo~Noolh~PEP, O

10
14
19
29

L
27,930,172
27,91+0,082
28,22+0,122
28,70+0,28°
28,55+0,33"
28,39+0,19°
28,41+0,04°
28,22+0,122
28,59+0,29°
28,56+0,33°
28,4040,10°
28,150,182

a
2,99+0,08¢
1,45+0,23¢
0,7440,11°
0,69+0,03°
0,61+0,02°
0,47+0,022
0,42+0,042
0,37+0,042
0,43+0,08?
0,31+0,08?
0,42+0,072
0,36+0,05%

40°C

b
1,59+0,072
1,51+0,13?
1,83+0,12°
1,97+0,08°
1,96+0,17°
1,94+0,12°
1,96+0,02"
1,96+0,19°
2,0240,20P
1,99+0,21°
1,88+0,08"
1,82+0,11°

C
3,39+0,07°
2,10+0,082
1,98+0,082
2,09+0,082
2,05+0,172
1,99+0,112
2,00+0,032
1,99+0,182
2,06+0,182
2,02+0,202
1,930,062
1,860,102

H
0,49+0,022
0,80+0,12°
1,19+0,07¢
1,24+0,01¢
1,27+0,02¢
1,33+0,02¢
1,36+0,02¢
1,39+0,04¢
1,360,061
1,41+0,05¢
1,350,044
1,38+0,04¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

DE

1,56+0,14?
2,3040,07°
2,48+0,08"
2,54+0,11°
2,58+0,12°
2,64+0,03°
2,68+0,02°
2,70+0,13¢
2,80+0,14°
2,63+0,15°
2,66+0,06°
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Figura 21. Amostras de cha de hibisco com agucar organico ao longo do tempo de
armazenamento a 40°C.

Dias 0 1 4 5 6 7

Dias 8 9 10 14 19 29

5.2.8. Fendlicos Totais

O célice de Hibiscus Sabdariffa L. é rico em compostos polifendlicos, tais como
flavonoides, sendo as antocianinas umas das principais representantes desse grupo (MUSA et
al., 2021).

O resultado da andlise teor de fenolicos totais se encontra na Tabela 20. Os valores dos
teores de compostos fenolicos variaram de 3,21 a 4,48 mg AEG/100g, havendo diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) ao longo do tempo de armazenamento apenas para as
amostras a temperatura 25°C expostas a luz nos dias 4, 5 e 46. Entre temperaturas, as
amostras divergiram significativamente (p<0,05) apenas nos dias 8 e 10. Conforme se pode
observar, ndo houve uma tendéncia clara de comportamento quanto aos valores encontrados
para todas as temperaturas. A luz ndo exerceu diferenca significativa (p<0,05) nas amostras a
temperatura de 25°C.
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Tabela 20. Valores de teor de fendlicos totais para o cha de hibisco com agucar orgénico nas
condic¢des de armazenamento.

Tempo

(dias) 5°C 25°C 25°C (Luz) 35°C 40°C
0 3,72740,056™NS  3,727+0,056™NS  3,727+0,0562NS  3,727+0,056°NS  3,727+0,056"NS
1 3,783+0,049™NS 3 588+0,140™NS 3 647+0,113*NS  3,960+0,341°NS  3,845+0,558"NS
4 3,737+0,166™NS  3,362+0,230™NS 3 554+0,1073NS  3,937+0,421°NS  4,093+0,149"NS
5 3,783+0,452"NS 3 570+0,168™NS  3,602+0,1873NS  3,297+0,156NS  4,149+0,141™NS
6 4,135+0,305™NS  4,139+0,182"NS 3 636+0,0952NS  3,211+0,593%NS  3,926+0,202"NS
7 3,848+0,218™NS  3.838+0,168™NS  3,602+0,0872NS  3,297+0,6012NS  4,263+0,678™NS
8 3,575+0,214™A  3,815+0,217™" 3,758+0,232**  3,445+0,161*A 4,482+0,071"E
9 - 3,681+0,099™NS 3 732+0,3563N°  3,123+0,673™NS  4,319+0,102"NS
10 - 3,616+0,237™8  3,639+0,247%8  2,974+0,308*A  4,430+0,174"C
11 3,889+0,237™NS 4, 102+0,390™NS - - -
12 3,704+0,210™ - - - -
14 - 3,644+0,084™NS 3 873+0,039°NS  4,067+0,409°NS  4,437+0,206"NS
19  3,852+0,166™NS 3,805+0,210™NS  4,017+0,023°NS  4,426+0,173°NS  4,126+0,535"NS
29 - 3,875+0,217™NS  3,805+0,210°NS  3,933+0,070°NS  3,805+0,210™NS
46 3,811+0,299™NS 3 77440,127"NS 4, 113+0,139°NS - -
77 3,805+0,210" - - - -
103 3,806+0,209" - - - -
133 3,820+0,154" - - - -
167 4,000+0,455" - - - -
196 3,760+0,097" - - - -

Valores expressos em mg AEG/100g. Letras mindsculas diferentes ha mesma coluna indicam diferenga
significativa entre as médias (p<0,05). Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo significativo. (-): amostras ndo retiradas.

Castro et al. (2020), elaboraram um blend de extrato hibisco e agua de coco utilizando
concentracdes de extrato de hibisco cerca de 13 vezes superiores as do presente trabalho
(0,2%(m/v), encontraram teores de compostos fenolicos variando de 95 a 177 mg EAG/g e
uma tendencia a degradacdo ao longo de 35 dias a 4°C em garrafas de vidro sob abrigo da luz.
Pérez-Ramirez et al. (2015) ao elaborarem ché de hibisco adicionado de stevia e acido citrico
verificaram diminuicdo das concentracdes de compostos fendlicos, assim como Miranda et al.
(2019) relataram decréscimo nos teores de compostos fenélicos totais para um blend a base de
cha de hibisco e suco de laranja sob 7°C por 28 dias. Comportamento semelhante foi
observado por Mgaya-Kilima et al. (2015) em cujas blendas, variando as propor¢des de
extrato de hibisco e suco de manga, o teor de compostos fenolicos totais teve abrangéncia de
32,9 a 572,3 mg EAG/100g, sob condicbes de armazenagem de 4°C e 28°C por 6 meses em
garrafas plasticas e de vidro ao abrigo da luz. Entretanto, outros trabalhos ndo apresentaram
variacdo no teor de compostos fenolicos totais ao longo do armazenamento (MORALES-DE
LA PENA et al., 2010; PATTHAMAKANOKPORN et al., 2008). Paraiso et al. (2020) ao

estudarem o efeito da luz (lampadas fluorescentes de 20W) a 25°C por 22 dias sobre a
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estabilidade de extratos de hibisco observaram degradagdo de compostos fenolicos. Tendéncia
semelhante pode ser encontrada em outros trabalhos (COELHO et al., 2020; YU et al., 2022)
assim como a nao influéncia significativa da luz (DENG et al, 2022).

Ressalta-se que a determinacdo de fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu
pode sofrer interferéncia de substancias tais como vitamina C, agucares redutores, proteinas,
entre outros (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Fatores que também podem afetar a
determinacéo de compostos fendlicos nas plantas sdo a espécie, tamanho, método de extracdo
e condicOes de armazenamento (PATTHAMAKANOKPORN et al, 2008)

O teor de compostos fenolicos totais para o chd de hibisco com acgucar organico
apresentou teores muito baixos em comparacdo a literatura supracitada, na qual foram
empregadas altas concentracGes de extrato de hibisco, o que levou, consequentemente, a
valores elevados de compostos fenodlicos totais. Fatores que podem ajudar a explicar a
homogeneidade dos teores de compostos fendlicos no presente trabalho, além da prépria baixa
concentracdo de hibisco (0,2%(m/v), seriam uma possivel acdo degradante do oxigénio
dissolvido nas amostras ao longo do tempo de armazenamento congeladas (6 meses)
(NEMATOLLAHI et al. 2016) e a influéncia de agentes interferentes no teste de Folin-
Ciocalteu como acUcares redutores (PRIO; WU; SCHAICH, 2005) resultantes de uma
possivel hidrélise acida ao converter sacarose em glicose e frutose (DAMADORAN;
FENNEMA; PARKIN, 2010; SCHACHMAN, 2005).

5.2.9. DPPH

Hibiscus Sabdariffa L é fonte de compostos bioativos como antocianinas e outros
flavonoides, além de &cidos organicos, entre outros, que sdo responsaveis pela sua atividade
antioxidante (ISMAIL et al., 2008; SINGH et al, 2021).

Os resultados da andlise de teores de compostos antioxidantes pelo método DPPH
estdo apresentados na Tabela 21.

As amostras apresentaram valores para capacidade antioxidante ao longo do teste
variando de 0,089 a 0,216 uM trolox/g. Trabalhando com extrato de hibisco (30% (m/v)), De
Moura (2018) encontrou valor para atividade antioxidante pelo método DPPH de 22,35
EAG/100g, resultado muito superior ao encontrado para cha de hibisco com aglcar orgénico

cuja concentragéo de hibisco (0,2%(m/v) foi inferior.
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Nota-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) a temperatura
de 5°C ao longo de 196 dias. Nas demais temperaturas, houve diferenca significativa (p<0,05)
ao longo do tempo de armazenamento com tendéncia a perda de estabilidade e diminuicdo da
capacidade antioxidante, acumulando perdas de 25,6%, 42,6%, 46,2% e 39,5% nas condicdes
de 25°C, 25°C (luz), 35°C e 40°C, respectivamente. Ao simular um armazenamento a 20°C
por 70 dias realizando um teste acelerado a 50°C por 12 dias de em uma bebida de hibisco
(2% (m/v)) adicionada de stevia e acondicionadas em garrafas de vidro, Perez-Ramirez et al
(2015) observaram decréscimo da atividade antioxidante ao longo do tempo (6,2 — 14,4
mg/mL) utilizando metodologia DPPH. Tendéncia semelhante foi observada por Miranda et
al. (2019) ao formularem um blend de cha de hibisco e suco de laranja. Tais resultados
indicam uma tendéncia a degradacdo de compostos antioxidantes ao longo do tempo
corroborando com o presente trabalho.

Tabela 21. Valores de teor de capacidade antioxidante pelo método DPPH para o cha de
hibisco com acuUcar organico nas condi¢des de armazenamento.

Tempo 5°C 25°C 25°C (Luz) 35°C 40°C
(dias)
0 0,195+0,003™NS  0,195+0,003°NS  0,195+0,003°NS  0,195+0,003°NS 0,195+0,003°NS
1 0,187+0,001™C  0,192+0,007°C  0,131+0,012?8  0,127+0,003°®  0,106+0,007*A
4 0,187+0,009™C  0,189+0,005°C  0,135+0,011%8  0,116+0,006**  0,100+0,015*A
5 0,197+0,003™°  0,186+0,006°®  0,139+0,008%€  0,116+0,005°®  0,097+0,005*A
6 0,198+0,007™C  0,189+0,003°C  0,121+0,009%8 0,118+0,0115%® 0,099+0,009*A
7 0,216+0,004™C  0,187+0,009°®  0,131+0,008** 0,113+0,012*A  0,117+0,012*A
8 0,202+0,006™B  0,187+0,006°®  0,084+0,059*%* 0,113+0,003**  0,117+0,001%A
9 - 0,164+0,006°C  0,121+0,00228  0,107+0,005%*  0,107+0,005%
10 - 0,152+0,009°NS  0,108+0,019%NS  0,115+0,01°NS  0,121+0,0102NS
11 0,206+0,009™B  0,156+0,0145"A - - -
12 0,192+0,014" - - - -
14 - 0,159+0,009°  0,116+0,002**  0,106+0,014**  0,107+0,0113
19 0,195+0,006™B  0,169+0,005°®®  0,111+0,005** 0,107+0,015*  0,103+0,023*A
29 - 0,089+0,065°®  0,115+0,007**  0,105+0,008**  0,118+0,005*
46 0,203+0,001™NS  0,101+0,0713NS  0,112+0,0052NS - -
77 0,205+0,011™B  0,145+0,009°* - - -
103 0,130+0,092" - - - -
133 0,179+0,008" - - - -
167 0,189+0,003" - - . -
196 0,120+0,085" - - - -

Valores expressos em uM trolox/g. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo significativo. (-): amostras ndo retiradas.
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Comportamento semelhante pdde ser observado entre as temperaturas, onde as
concentrag0es de compostos antioxidantes tenderam a diminuir com o aumento da
temperatura. Nota-se que entre as temperaturas de 35°C e 40°C ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) na maioria dos dias, apresentando ambas uma perda significativa de
compostos antioxidantes nos primeiros 6 dias de armazenamento. Enquanto, a mesma
temperatura de 25°C, a presenca de luz contribuiu para o decréscimo acentuado dos teores de
compostos antioxidantes.

A concentracdo de hibisco empregada para o cha foi baixa, 0 que pode explicar as
quantidades ndo relevantes para atividade antioxidantes na bebida. Como observado, a luz
teve efeito degradante na capacidade antioxidante a 25°C. Sendo assim, sugere-se 0 uso de
embalagens que protejam a bebida do seu efeito, pois observa-se um rapido declinio nos
teores de capacidade antioxidante nos primeiros 6 dias na presenca de luz. Temperaturas
acima de 35°C contribuem para uma répida perda de atividade antioxidante, sendo
recomendado o armazenamento e transporte a temperaturas inferiores a 25°C, como ¢é
indicado pelos resultados do estudo, onde as condi¢cdes que apresentaram maior retencdo da

atividade antioxidante pelo método DPPH foram a 5°C e 25°C sob abrigo da luz.

5.2.10. ABTS

Na Tabela 22, estdo apresentados os resultados da andlise de capacidade antioxidante
pelo método ABTS.

Conforme se pode notar, os valores encontrados para a capacidade antioxidante pelo
método ABTS variaram de 0,084 a 0,267 uM trolox/g, sendo muito inferiores aos encontrados
por De Moura (2018) em extrato de hibisco (30% (m/v)), 30,10 uM trolox/g, e por Castro et
al. (2020) na determinagdo do melhor tempo de extragdo de uma infusdo de hibisco
(2,3%(m/v)), 86,78 uM trolox/g. Devido a baixa concentra¢ao de pd de hibisco empregada na
formulacdo do cha com aglcar organico (0,2%(m/v), esperavam-se baixos valores para
capacidade antioxidante pelo método ABTS, o que vem a reforcar os resultados similarmente
baixos de capacidade antioxidante determinados pelo método DPPH.

Nota-se que, ao longo do tempo, as amostras diferiram significativamente (p<0,05)
para as condigdes de temperatura de 5°C e 25°C sem exposi¢do a luz, sendo que nessas
condi¢Bes houve uma tendéncia a degradagdo dos compostos antioxidantes ao longo do

tempo, perda da atividade antioxidante em 35,1% e 39,1%, respectivamente. Esses resultados,
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onde a capacidade antioxidante reduziu ao longo do armazenamento pelo método ABTS,
concordam com estudos de Perez-Ramirez et al (2015), ao trabalharem com uma bebida de
hibisco adicionada de stevia em garrafas de vidro sob abrigo da luz, e Mendonca et al. (2021),
ao desenvolverem bebidas com extrato de folha de hibisco e polpa de cupuacu armazenadas
por 180 dias a 25°C.

Tabela 22. Valores de teor de capacidade antioxidante pelo método ABTS para o cha de
hibisco com agucar organico nas condi¢Oes de armazenamento.

T(gri‘;go 5°C 25°C 25°C (Luz) 35°C 40°C
0 0,151+0,009°NS  0,151+0,009°NS  0,151+0,008™N  0,151+0,009™NS  0,151+0,009"NS
1 0,157+0,032°NS  0,173+0,017°NS  0,205+0,015°NS  0,188+0,008™NS  0,121+0,022"NS
4 0,159+0,007°A  0,158+0,018°  0,189+0,013°®  0,192+0,017"B  0,139+0,014™A
5 0,220+0,022°®  0,121+0,005**  0,192+0,027°®  0,123+0,087"E  0,139+0,022"A
6 0,267+0,010°®  0,193+0,039°A4  0,194+0,017°*  0,169+0,011™A  0,187+0,008™A
7 0,245+0,018°  0,151+0,020°®  0,193+0,012°2  0,170+0,027™B  0,179+0,003"E
8 0,301+0,009%8  0,127+0,032*A  0,204+0,010°*  0,175+0,015™A  0,132+0,093"A
9 - 0,098+0,021%8  0,152+0,024**  0,198+0,005™"  0,126+0,002"sA
10 - 0,145+0,027°A  0,150+0,022**  0,139+0,099"B  0,159+0,025"A
11 0,131+0,0408NS  0,108+0,015%NS - - -
12 0,152+0,042° - - - -
14 - 0,116+0,0073NS  0,198+0,061°NS  0,113+0,026™NS  0,147+0,014"NS
19 0,167+0,049°NS  0,084+0,0173NS  0,133+0,013"NS  0,164+0,008™NS  (,128+0,012"NS
29 - 0,121+0,0143NS  0,143+0,016°NS  0,167+0,013™NS  0,181+0,035"™NS
46 0,20040,047°NS  0,121+0,0613NS  0,195+0,018°NS - -
77 0,163+0,013°NS  0,092+0,041\S - - -
103 0,103+0,0122 - - - -
133 0,177+0,024° - - - -
167 0,120+0,0222 - - - -
196 0,098+0,0042 - - - -

Valores expressos em uM trolox/g. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa entre as médias (p<0,05). Letras maiulsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05) Ns: ndo significativo. (-): amostras ndo retiradas.

A 25°C com exposic¢édo a luz, houve diferenca significativa entre as amostras ao longo
do tempo, porém, ndo houve uma tendéncia clara quanto ao comportamento da degradacao
dos compostos antioxidantes das amostras. As temperaturas de 35°C e 40°C, as amostras n4o
apresentaram diferenca significativa durante o tempo do experimento. Uma possivel
explicacdo para a variagdo dos resultados das amostras na condigcdo de 25°C expostas a luz e
para a ndo variacdo dos resultados por ABTS para as temperaturas de 35 e 40°C pode ser pelo

estado ja degradado das amostras dos primeiros dias uma vez que as amostras ficaram
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congeladas por cerca de 6 meses e pode ter havido oxidagdo de compostos antioxidantes pela
acao do oxigénio dissolvido na bebida (NEMATOLLAHI et al., 2016).

Entre temperaturas, os resultados do experimento apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) para determinacéo da capacidade antioxidante pelo método ABTS na grande maioria
dos dias. As amostras a temperatura de 5°C tiveram menor degradacdo de compostos
antioxidantes em relacdo ao restante das temperaturas, principalmente nos primeiros oito dias
do teste. Quanto as demais condicGes de temperatura, 25°C sob abrigo da luz, 35°C e 40°C,
houve diferenca significativa da degradacdo dos compostos antioxidantes nos primeiros dez
dias de experimento entre as temperaturas, porém, ndo houve uma tendéncia clara quanto ao
comportamento com o incremento da temperatura. A partir do décimo quarto dia ja ndo houve
mais diferenca significativa entre as temperaturas. Esperava-se que o aumento temperatura
tivesse efeito deteriorante sobre compostos antioxidantes, como os polifendis, sendo as
antocianinas os principais polifendis no hibisco (BOBBIO; MERCADANTE, 2008; XIAOWI
etal., 2021).

Considerando o efeito da luz, as amostras a 25°C sob abrigo da luz e a 25°C expostas a
luz diferiram significativamente apenas nos dias 5 e 9, sendo que no restante dos dias nédo
houve diferenga significativa e, assim, indicando que ndo houve influéncia da luz sobre as
amostras durante o armazenamento. Esse resultado difere do observado por Coelho et al.
(2020) ao estudarem da influéncia da luz LED sobre cha mate e cha verde prontos para beber
em garrafas de vidro transparente a temperatura ambiente por duas semanas em que
verificaram a degradacdo de compostos antioxidantes pelo método ABTS. Entretanto, deve-se
levar em consideracdo influéncia da matriz e os tipos de compostos antioxidantes presentes
que podem afetar os resultados das analises.

Os resultados encontrados para a capacidade antioxidante do cha de hibisco com acucar
organico pelos métodos DPPH e ABTS apresentaram resultados similares, indicando baixa
concentracdo de compostos antioxidantes. A baixa quantidade de hibisco em pé adicionado
visando pH=3,0, assim como uma possivel influéncia deteriorante do oxigénio dissolvido nas
amostras congeladas (6 meses).

Os resultados da estabilidade do cha de hibisco com aglcar organico indicaram que a
adicdo de calice de hibisco em po foi suficiente para manter o pH baixo, o que dispensa a
utilizacdo de acidulantes, e que, aliado ao tratamento térmico, garantiu a estabilidade
microbioldgica da bebida em todas as condi¢des estudadas. Houve aumento da degradacédo
das antocianinas e da cor com o incremento da temperatura, indicando a necessidade da

estocagem a temperaturas mais baixas. A luz exerceu forte efeito deteriorante sobre as
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antocianinas e a cor, evidenciando a importancia do uso de embalagens que confiram protegéo
a luz, como de vidro com aditivos de cor ou de plasticos também com protecdo a absorcao de
radiacdo ou, ainda. cartonadas. A bebida ndo apresentou quantidades relevantes de compostos

antioxidantes.
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6. CONCLUSAO

O extrato de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) apresentou comportamento cinético
conforme modelo de 12 ordem para a degradagédo das antocianinas, com aumento dos valores
da constante cinética de degradacdo e tempo de reducdo decimal e, consequentemente,
diminuicdo dos valores do tempo de meia-vida, com ao incremento da temperatura.

O coeficiente de temperatura indicou que para intervalos mais baixos de temperatura a
velocidade de degradacdo foi mais afetada. A energia de ativagdo foi considerada
relativamente alta. Valor z alto indica maior resisténcia térmica a degradacdo e em relacdo a
microrganismos.

Termodinamicamente, as reacfes de degradacdo do extrato de hibisco foram
caracterizadas como endotérmica, ndo-espontanea e com as moléculas em estado de transicdo
estando mais organizadas estruturalmente.

O chéa de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) com acglcar organico também apresentou
comportamento cinético descrito pelo modelo de 12 ordem. Os valores da constante cinética e
0 tempo de reducgédo decimal aumentaram com o aumento da temperatura e presenca de luz. O
tempo de meia-vida diminui com o incremento da temperatura e presenca de luz.

A temperatura e a exposicdo a luz exerceram forte influéncia deteriorante sobre as
antocianinas, chegando-se a seu tempo de meia-vida logo nos primeiros dias de teste para as
amostras de 25° expostas a luz e a 35°C e 40°C, o que mostra a necessidade da manutencéo da
bebida a baixas temperaturas e em embalagens que a protejam do efeito da luz como as
cartonadas ou de vidro com adi¢do de pigmentos.

O coeficiente de temperatura indicou maior influéncia da temperatura na velocidade
de degradacdo das antocianinas em faixas mais baixas de temperatura. A energia de ativacao
foi inferior ao encontrado para o extrato de hibisco, que pode ser devido a presenca de formas
menos estaveis das antocianinas em pH maior. Valor z encontrado foi de 39,8°C indicando
menor influéncia da temperatura sobre a degradacéo das antocianinas que em microrganismos
deteriorantes, fator que deve ser levado em consideracdo a se empregar extratos de hibisco
como corantes na industria de alimentos.

A adicéo de 0,2% (m/v) de hibisco foi suficiente para garantir baixo pH, inferior a 3,5,
ao longo do teste, dispensando o uso de aditivos acidulantes e contribuindo para a estabilidade
da cor da bebida, ja que a cor antocianinas é altamente influenciada pelo pH do meio. Houve

leve aumento do teor de sélidos soliveis, com o teor de acidez total e ratio permanecendo
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estaveis ao longo do teste. A bebida ndo apresentou quantidades relevantes de atividade
antioxidante e fendlicos totais em todas as condi¢des estudadas.

Os parametros termodinamicos para a reacdo de degradacdo das antocianinas do cha
de hibisco com aclcar organico indicaram carater endotérmico, nao-espontaneo e com as

moléculas em estado de transicdo estando mais organizadas estruturalmente.
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