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Resumo     

O consumo de bebidas e alimentos funcionais tem crescido no mundo nos últimos 
anos principalmente devido ao aumento da preocupação das pessoas com a saúde e 
o bem estar. As folhas da planta Camellia sinensis são tradicionalmente utilizadas 
para o preparo de infusões e, além disso, devido à alta concentração de compostos 
bioativos em seus extratos, essa erva tem chamado a atenção de pesquisadores e 
das indústrias alimentícia e farmacêutica. Os processos de filtração por membranas 
podem ser utilizados para clarificação, purificação e concentração de diversos 
produtos. Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo o processamento do 
chá verde incluindo a caracterização das folhas, a extração, a clarificação e a 
purificação dos polifenóis presentes no chá usando água como solvente, pré-
tratamentos macroscópicos para a clarificação (centrifugação e adição de agentes 
coagulantes - quitosana e sementes de Moringa oleífera) e, sequencialmente, filtração 
por membranas para purificação dos extratos. Inicialmente fez-se a moagem, o 
peneiramento e a classificação granulométrica das folhas de chá verde. A influência 
da granulometria na extração foi analisada em uma extração aquosa conduzida a 80ºC 
por 30 min a uma razão chá-água de 50 g L-1 utilizando folhas de chá com 
granulometria na faixa de 0,05-2,83 mm e também folhas de chá não moídas. A melhor 
granulometria para extração de polifenóis encontrada foi para a faixa de partículas de 
0,15-0,74 mm e essa foi utilizada em todos os experimentos de extração convencional 
e com ultrassom subsequentes. O impacto da razão chá-água foi avaliado variando-a 
de 10 a 120 g L-1 para extrações a 80ºC por 30 min. Para a verificação do melhor 
tempo e da melhor temperatura na extração convencional, o preparo do chá foi 
realizado com uma razão chá-água de 50 g L-1, variando-se o tempo de 10 a 120 min 
e a temperatura de 40 a 90°C. A extração ultrassônica foi feita em duas etapas, na 
primeira etapa foi feito um planejamento composto central (PCC), com três réplicas 
no ponto central, com alfa de ortogonalidade igual a 1,3531, a um nível de significância 
de 95%. Para bateladas de 30 min variou-se a temperatura de 22 a 83ºC, a razão chá-
água de 12 a 73 g L-1 e a amplitude de 23 a 77%. Na segunda etapa da extração 
ultrassônica, utilizou-se a razão chá-água de 50 g L-1, a melhor amplitude encontrada 
na primeira etapa (77%) e, similarmente à extração convencional, avaliou-se o efeito 
da temperatura em função do tempo variando-se o tempo de 10 a 120 min e a 
temperatura de 40 a 90ºC. A melhor condição de extração encontrada nesse trabalho 
foi a extração convencional a 80ºC, 50 g L-1 por 60 min utilizando partículas de chá na 
faixa (0,15-0,74 mm). Em seguida, avaliou-se como pré-tratamentos: centrifugação 
(8000 rpm, 20 min), adição de quitosana (0-2000 mg L-1) e adição de sementes de 
Moringa oleífera (SMO) (0-10.000 mg L-1). As microfiltrações foram feitas a 0,8 bar 
utilizando como alimentação o extrato centrifugado. Para tal empregou-se uma 
membrana plana de éster de celulose de 0,22 μm e um cartucho de membranas 
cerâmicas do tipo fibra-oca sem revestimento polimérico fabricado em laboratório. A 
microfiltração através das membranas do tipo fibra-oca sem revestimento 
apresentaram menor retenção de polifenóis (2,33%), maior retenção de sólidos 
(4,23%), maior redução da turbidez (89,91%) e maior fluxo estabilizado (19,37 L h-1m-

2) em relação à membrana comercial plana de 0,22 μm. Posteriormente à 
microfiltração fez-se uma filtração sequencial empregando um cartucho com 
membranas de alumina do tipo fibra-oca com revestimento polimérico a 1,5 bar. Para 
esse processo obteve-se um fluxo estabilizado de 3,51 L h-1m-2, uma redução de 
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9,17% de polifenóis, 12,89% de sólidos, 80,65% da turbidez e 16,92% de sólidos 
solúveis (ºbrix). Os fluxos obtidos nas filtrações foram utilizados para calcular o 
mecanismo de fouling e para calcular as resistências das membranas. O mecanismo 
de fouling predominante (n) e o valor da resistência dos poros (RP) encontrados para 
a membrana plana de 0,22 µm, para a fibra oca sem revestimento e para fibra oca 
com revestimento foram bloqueio interno dos poros (n=1,5) e (RP = 0,7 x 10-13), 
formação de torta (n=0) e (Rc = 2,80 x 10-13) e bloqueio intermediário dos poros (n=1) 
e (RP = 7,38 x 10-13), respectivamente. Avaliou-se a estabilidade do extrato de 
alimentação e dos permeados das filtrações, quando armazenados por 30 dias à 5ºC, 
tomando como referência os parâmetros concentração de polifenóis, turbidez e 
formação de tea cream. Observou-se que apenas o permeado obtido através da 
filtração pela fibra oca revestida (S5) apresentou estabilidade (turbidez menor que 4 
NTU) e sem a formação de tea cream ao longo dos 30 dias de armazenamento à 5ºC. 
Assim, este trabalho encontrou as melhores condições de extração de polifenóis 
presentes em folhas de chá verde e evidenciou a utilização de centrifugação para 
clarificação e a aplicação filtração com membranas de alumina do tipo fibra oca sem 
e com revestimento polimérico para purificação do extrato de chá de chá verde. O 
resultado final foi a produção do chá verde como uma bebida mais clarificada e 
estável.  

 
Palavras chave: Camellia sinensis, chá verde, polifenóis, extração, clarificação, 

filtração por membranas. 
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Abstract  

The consumption of functional beverages and food has increased in the last years 
mainly due to people concerning about their health and well-being. Camellia sinensis 
leaves are traditionally used for infusion preparations. Furthermore, considering the 
high bioactive compounds concentration in its extracts, this herb has been catching 
the attention of researchers as well as of the food and pharmaceutical industries. 
Membrane filtration processes may be used for clarification, purification, and 
concentration of several products. From this point of view, this study focused on the 
green tea processing, including leaves characterization, extraction, clarification, and 
purification of polyphenols. In this sense, water was used as a solvent for extraction; 
macroscopic pre-treatments was applied for clarification (centrifugation and addition of 
coagulants agent, such as chitosan and Moringa oleífera seeds) and sequentially, a 
membrane filtration was employed for purification. Initially, the tea was ground, sifted 
and classified granulometrically. Then, different parameters were evaluated in order to 
find the best polyphenol extraction condition from tea leaves. The influence of the tea 
particle was analysed at 80ºC for 30 min for a water-to-tea ratio 50 g L-1 and a tea 
particle size (0.05-2.83 mm) besides unground leaves. The best tea particle size for 
polyphenols extraction was 0.15-0.74 mm and it was then used for all further 
conventional and ultrasound assisted extraction experiments. The optimum ratio was 
determined by extractions at 80ºC for 30 min with a tea-to-water ratio ranging from 10 
to 120 g L-1. The impact of time and temperature on the conventional extraction of 
polyphenols was evaluated at 50 g L-1 tea-to-water ratio by ranging the time and the 
temperature from 10 to 120 min and from 40 to 90ºC respectively. Ultrasound-assisted 
extraction (UAE) consisted of two steps. In the first step of UAE, an experimental 
design using Response Surface Methodology (RSM) was performed with three 
replicates at the central point, orthogonality alpha of 1.3531 and at a significance level 
of 95%. For extraction time of 30 min, temperature, tea-to-water ratio, and amplitude 
ranged from 22 to 83ºC, 12 to 73 g L-1, 23 to 77% respectively. In the second step of 
UAE, using the best amplitude determined in step one (77%) and for a water-to-tea 
ratio 50 g L-1, similarly to conventional extraction, time and temperature varied from 10 
to 120 min and from 40 to 90ºC respectively. The optimum extraction condition found 
in this study was 80ºC, 50 g L-1 for 60 min and a particle size (0.15-0.74 mm). 
Sequentially, the pre-treatments were performed: centrifugation (8000 rpm, 20 min), 
chitosan addition (0-2000 mg L-1) and Moringa oleífera seeds addition (0-10.000 mg L-

1). Microfiltration processes were carried out at 0.8 bar applying a flat membrane of 
0.22 µm and hollow fibres without coating coupled in a home-made cartridge. 
Microfiltration through hollow fibres without coating presented less polyphenol 
retention (2.33%), greater solids removal (4.23%), greater turbidity reduction (89.91%) 
and the greatest steady-state flux (19.37 L h-1m-2) comparatively to flat membrane of 
0.22 μm. After the microfiltration processes, a sequential filtration was executed at 1.5 
bar employing a home-made cartridge using hollow fibres with a polymeric coating. 
This sequential process achieved a steady-stead flux of 3.51 L h-1m-2 and a reduction 
of 9.17% of polyphenols, 12.89% de solids, 80.65% of turbidity and 16.92% of soluble 
solids (ºbrix).  The obtained flux in each filtration process was used to calculate the 
fouling mechanism and the membrane resistance. In this way, fouling mechanisms (n) 
and pore resistance values (RP) found for flat membrane of 0.22 µm, hollow fibre 
without coating and for hollow fibre with coating were internal pore blocking (n=1.5) e 
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(RP = 0.7 x 10-13), cake formation (n=0) e (Rc = 2.80 x 10-13) and intermediary pore 
blocking (n=1) e (RP = 7.38 x 10-13) respectively. Extract and permeates stability, stored 
at 5ºC for 30 days, were evaluated using as reference the parameters polyphenols 
concentration, turbidity and tea cream formation. Only the permeate obtained through 
filtration by the coated hollow fibre (S5) presented stability (turbidity value less than 4 
NTU) and no formation of tea cream during the 30 days of storage at 5ºC. In 
conclusion, this study found the best polyphenol extraction conditions and proposed 
the utilisation of centrifugation for clarification followed by filtration through hollow fibres 
membranes without and with coating for green tea extract purification.  

Keywords: Camellia sinensis, green tea, polyphenols, extraction, clarification, 
purification, membrane filtration. 
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Capítulo 1    
Introdução e objetivos 

 

Nesse capítulo introdutório, é feita uma abordagem primária dos benefícios do 

consumo do chá verde (Camellia sinensis) e o seu papel no contexto da produção das 

bebidas funcionais. Serão apresentados ainda os objetivos que norteiam o presente 

estudo de processamento do extrato de chá verde empregando filtração por 

membranas. 

 

1.1 Introdução 

 

O chá é uma das bebidas não alcoólicas mais consumidas no mundo Rao et al. 

(2011) e, além do aspecto cultural, sua proeminência é justificada por seus diversos 

benefícios à saúde (Dufresne e Farnworth, 2001; Liang et al., 2007). Considerando a 

presença dos compostos bioativos (polifenóis, metilxantinas e etc.) (Lin et al., 2015), 

o chá tem se mostrado benéfico na prevenção de algumas doenças como o câncer, 

distúrbios cardiovasculares, obesidade e diabetes (Khan e Mukhtar, 2007; Vuong, 

Golding, et al., 2011; Pasrija e Anandharamakrishnan, 2015).  

Com o aumento da preocupação das pessoas pela ingestão de alimentos e 

bebidas saudáveis, o consumo dos chás provenientes da planta Camellia sinensis tem 

se tornado ainda mais comum. Os chás (Camellia sinensis) podem ser classificados 

em categorias distintas especialmente de acordo com o método de processamento 

das folhas como os principais: chá branco (não fermentado), chá verde (levemente 

fermentado), chá oolong (com fermentação mediana) e chá preto (bem fermentado) 

(Horžić et al., 2009; Muniandy et al., 2016).  

Comparando os chás verde, preto e branco, o chá verde apresenta maior teor 

de polifenóis, incluindo os flavonóides (Komes et al., 2010; Carloni et al., 2013). Por 

essa razão o chá verde tem chamado mais atenção que os outros e foi, por isso, 

escolhido para ser abordado no presente estudo. No chá verde, os flavonóides mais 

importantes são as catequinas (Yamamoto et al., 1997; Komes et al., 2010) e essas, 

devido às suas propriedades antioxidantes, produzem notáveis efeitos benéficos ao 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A1_branco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A1_verde
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oolong_(ch%C3%A1)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A1_preto
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corpo (Kono et al., 1988; Price e Spitzer, 1993; Chung et al., 1998; Wang et al., 2000; 

Labbé et al., 2006). As principais catequinas presentes no chá verde são  epicatequina 

(EC), epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina (ECG) e galato de 

epigalocatequina (EGCG) (Banerjee e Chatterjee, 2015). Além das catequinas, outros 

compostos são responsáveis pelas características sensoriais do chá como a cafeína, 

os minerais, as proteínas, os lipídeos, os polissacarídeos e os açucares (Jiang et al., 

2015). 

Em escala industrial, a extração com solventes é o método mais comumente 

empregado para a segregação de compostos bioativos contidos no chá. Na extração 

é importante inicialmente definir as condições operacionais tais como a escolha do 

solvente (água, solventes orgânicos, misturas), o processo a ser empregado 

(convencional, ultrassom, micro-ondas, etc.) e os parâmetros a serem fixados e 

variados (temperatura, tempo, razão chá-água, etc.). Nesse sentido, a produção de 

extratos naturais, aliada à maximização dos seus compostos bioativos, demandam 

estudos de otimização de processo (Pinela et al., 2016) os quais serão abordados 

nesse trabalho.  

No tratamento dos chás empregando membranas, sequencialmente ao 

processo de extração, os pré-tratamentos macroscópicos constituem uma etapa 

preliminar de clarificação do extrato, de modo a evitar o rápido decaimento do fluxo 

durante o processo filtração. Nesse trabalho foram utilizados a centrifugação e os 

agentes coagulantes quitosana e sementes de Moringa oleífera.  A quitosana (quitina 

desacetilada), um polissacarídeo catiônico não tóxico e biodegradável, tem sido 

empregada na clarificação de bebidas conforme mostram trabalhos na literatura 

((Jankun et al. (1997); Rao et al. (2011); Domingues et al. (2012)). Já as sementes de 

Moringa oleífera, uma árvore comum na região dos trópicos, contém um potente 

coagulante natural que foi tradicionalmente utilizado por comunidades indígenas para 

clarear a água antes do consumo (Ye et al., 2014), essas sementes têm sido utilizadas 

na redução da turbidez de águas como reportaram (Muyibi e Evison (1995); Ye et al. 

(2014); Santos et al. (2016)). 

O consumo de chá é recomendado por médicos e nutricionistas, mas uma 

simples xícara de chá preparada em casa pode não conter a quantidade diária 

recomendada de compostos bioativos, de modo que precisaríamos ingerir uma grande 
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quantidade da bebida. Nesse sentido, bebidas e alimentos enriquecidos com 

ingredientes bioativos tornam-se opções viáveis a serem incorporadas na dieta diária 

(Dueik e Bouchon, 2016). O consumo dos chás prontos para beber cresceu 71% no 

Brasil entre os anos de 2016 e 2017 (TRADE NAMES INDEX A2 - Scott, K, 1995). 

Nessa direção os chás prontos (Camellia sinensis) são práticos e boas alternativas de 

bebidas funcionais. Entretanto, esses chás podem apresentar instabilidade quando 

armazenados sob refrigeração, que consiste na formação do tea cream. O tea cream 

se dá pela complexação entre os polifenóis e os compostos de maior peso molecular 

como as proteínas. Esse fenômeno causa redução das propriedades nutricionais e 

sensoriais do chá e é uma grande preocupação que a indústria tem quanto a 

armazenagem de suas bebidas prontas (Subramanian et al., 2014; Argyle e Bird, 

2015). Dessa maneira, é notório o apelo mercadológico para o desenvolvimento de 

novas tecnologias que favoreçam a produção e a conservação dos ready-to-drink teas 

(chás prontos para beber).  

A aplicação da filtração por membranas para purificação, concentração e 

estabilidade dos chás é uma tecnologia em desenvolvimento que, além de ser 

empregada atualmente em diversas pesquisas científicas, tem se tornado promissora 

no setor de alimentos e bebidas. Então, processos sequenciais como extração, 

clarificação/purificação e concentração por membranas podem ser empregados para 

produzir extratos mais claros, estáveis e preservando boa parte dos compostos 

bioativos. 

 

1.2 Objetivos  

 

Esse trabalho tem como objetivo geral extrair, clarificar e concentrar os 

compostos bioativos presentes no chá verde, empregando água como solvente para 

extração, pré-tratamentos macroscópicos para a clarificação e membranas para 

purificação e concentração. E, como objetivos específicos, tem-se: 

 

• Executar o processamento, a caracterização e a análise da qualidade 

das folhas de chá verde em termos de umidade e cinzas totais. 
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• Avaliar as melhores condições de granulometria, razão chá-água, tempo 

e temperatura para a extração dos polifenóis do chá verde; 

• Comparar a extração convencional à extração com ultrassom em relação 

à concentração de polifenóis totais (mg L-1); 

• Realizar pré-tratamentos como centrifugação e coagulação com 

quitosana e sementes de Moringa Oelifera (MO) para clarificação do extrato de chá 

verde; 

• Aplicar membranas com diferentes configurações geométricas (plana e 

fibra oca), de diferentes materiais (cerâmicas e poliméricas) para a purificação do 

extrato de chá verde; 

• Avaliar os mecanismos de fouling responsáveis pelo decaimento do fluxo 

do permeado; 

• Empregar a técnica de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) na 

caracterização estrutural das membranas utilizadas nas filtrações de chá verde; 

• Empregar EDS na caracterização dos compostos presentes nas 

membranas após a filtração do chá verde; 

• Avaliar se os permeados das filtrações são estáveis e se há formação 

de tea cream; 

• Avaliar a viabilidade do processo de clarificação e purificação do extrato 

de chá verde; 

• Caracterizar as amostras de chá em termos de polifenóis, flavonóides e 

compostos individuais (HPLC).
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Capitulo 2     
Revisão Bibliográfica 

 

Este capítulo versa sobre a revisão bibliográfica que dá fundamentação a esse 

trabalho. Nas seções a seguir serão expostas informações detalhadas sobre a planta 

Camellia sinensis, o chá verde, os processos de extração de compostos bioativos, 

além dos pré-tratamentos macroscópicos e dos processos de filtração por membranas 

para clarificação e purificação do extrato, respectivamente.     

 

2.1 A planta Camellia sinensis 

 

(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) é uma espécie da família Theaceae, 

popularmente conhecida como chá-da-índia. É uma árvore de até 15 metros de altura 

nativa das florestas do nordeste da Índia e sul da China. As folhas da planta são 

largamente comercializadas para a preparação de infusões como bebidas ao redor do 

mundo (Zheng et al., 2015; Liu et al., 2017).  A partir da planta pode-se produzir 

diversos tipos de chá, diferenciados pela forma de fermentação das folhas, tais como: 

o verde (não fermentado), o branco (levemente fermentado) o oolong (parcialmente 

fermentado) e o preto (fermentado) (Cheng, 2006; Dai et al., 2017). As primeiras 

plantações de Camellia sinensis no Brasil datam do início do século XIX, Sabe-se que 

um comerciante português chamado Luiz de Abreu ofereceu as sementes do chá a D. 

João VI após sua chegada ao país. Assim com a criação do Jardim Botânico no Rio 

de Janeiro em 1808 iniciou-se o cultivo e a comercialização da planta no país. (Costa 

e Da Silva, 2011) 

 

2.2 O Chá verde 

 

Chá-verde, conforme supracitado, é um tipo de chá feito a partir da infusão das 

folhas da planta Camellia sinensis e é chamado de verde porque as folhas da erva 

sofrem pouca oxidação durante o processamento. As principais catequinas presentes 

no chá verde são: galato de epigalocatequina (EGCG), galato de epicatequina (ECG),  
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epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC), galato de galocatequina (GCG), galato 

de catequina (CG) e catequina (C) (Miura et al., 1994; Lakenbrink et al., 2000). EGCG 

é a mais ativa e abundante catequina no chá verde (Yang et al., 2002). Estudos 

epidemiológicos têm mostrado que as catequinas presentes no chá verde possuem 

propriedades funcionais que podem prevenir doenças como câncer, diabetes, 

obesidade e etc. (Khan e Mukhtar, 2007). A Figura 2. 1 apresenta a estrutura 

molecular de catequinas presentes no chá verde.  

 

 

Figura 2. 1 – Estrutura molecular da maioria das catequinas presentes no chá verde. 

Fonte: (Ye et al., 2014) 

 

Os efeitos biológicos promovidos pelas catequinas como sua ação 

antibacteriana, ação inibidora de enzimas e sua atividade antioxidante são dados 

devido à sua natureza polifenólica que as confere elevado poder redutor e capacidade 

de neutralizar radicais livres de oxigênio (Jankun et al., 1997). Jankun et al. (1997) 

reportaram ainda que o galato de epigalocatequina (EGCG) é capaz de inibir a enzima 

urokinaze (uPA), que é uma das enzimas que invadem as células e causam as 

metástases. 
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2.3 Parâmetros de qualidade do chá verde 

 

O controle de qualidade e a segurança alimentar são princípios básicos no 

processamento de produtos alimentícios. A manutenção das propriedades químicas e 

bioativas das matrizes vegetais durante a colheita até a estocagem do produto final é 

uma preocupação que concerne à indústria alimentícia. Nessa perspectiva, o teor de 

umidade e cinzas são parâmetros importantes na avaliação da qualidade das folhas 

de chá durante a estocagem. Através da determinação do teor de cinzas pode-se 

quantificar a presença de impurezas inorgânicas não voláteis como terra e areia, por 

exemplo (Cardoso, 2009). Já a análise do teor de umidade pode indicar se a amostra 

é um ambiente propício ao crescimento de microrganismos indesejáveis (Nascimento 

et al., 2005).  

 

2.4 Processos de Extração de Compostos Bioativos 

 

A extração é amplamente empregada nas indústrias de alimentos e bebidas 

como etapa preliminar na segregação de compostos funcionais a partir de matrizes 

vegetais para a produção de ingredientes para diversas aplicações (Dai e Mumper, 

2010; K.N et al., 2015; Pinela et al., 2016). Tecnologias sustentáveis e de baixo custo 

têm sido estudadas e implementadas na tentativa de substituírem os métodos 

tradicionais de extração (Ekezie et al., 2017).  

Vários estudos reportaram a influência da otimização das condições 

operacionais na eficiência do processo de extração (Kalil et al., 2000; Bezerra et al., 

2008; Pinela et al., 2016; Roriz et al., 2017). Essa otimização pode ser paramétrica ou 

concebida através de técnicas de otimização como a metodologia da superfície de 

resposta, por exemplo. As variáveis que mais influenciam a eficiência de extração são: 

tipo de solvente, temperatura, pH, razão material solvente, tamanho da partícula, 

tempo de extração e a técnica de extração (Pasrija e Anandharamakrishnan, 2015). 

Segundo Both et al. (2014), inicialmente a seleção da matriz vegetal com alta 

concentração de compostos bioativos é uma tarefa preliminar para garantir alta 

eficiência da etapa de extração.  
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A solubilidade é o principal parâmetro a ser analisado quando se deseja 

alcançar certa concentração do composto bioativo no extrato. Os fatores que mais 

afetam a solubilidade são temperatura, pressão, natureza química e características 

físico-químicas do soluto e do solvente (Recharla et al., 2017). Dessa maneira, a 

escolha do solvente é o primeiro passo na avaliação do método de extração 

(Zimmermann e Gleichenhagen, 2011). Água, solventes orgânicos e a mistura dos 

dois em diferentes proporções são amplamente utilizados na extração. Nessa 

perspectiva, é meritório analisar os benefícios e as limitações de cada tipo de solvente.  

Industrialmente, os solventes orgânicos são comumente empregados em 

processos de extração (Todd e Baroutian, 2017). Diversos trabalhos utilizando 

solventes orgânicos na extração de compostos bioativos são reportados na literatura 

como (Hu et al. (2016); Náthia-Neves et al. (2017); Ngo et al. (2017)). Entretanto, a 

água é um solvente de baixo custo e não deixa resíduos tóxicos. Assim, de modo a 

evitar uma etapa posterior de remoção do solvente e garantir um produto final livre de 

resíduos orgânicos, a água se justifica como um solvente viável para extrações com 

aplicações alimentícias e farmacêuticas (Kumar et al., 2012). O aumento na 

temperatura pode aumentar a solubilidade e a difusão dos compostos bioativos (Şahin 

e Şamlı, 2013; Khemakhem et al., 2017). Entretanto, altas temperaturas podem causar 

degradação térmica das biomoléculas (Xia et al., 2006), desse modo a maioria dos 

estudos presentes na literatura reportam uma temperatura ótima em torno de 80ºC  

para maximizar a difusão dos compostos bioativos (Liang et al., 2007). 

Outro importante parâmetro a ser avaliado na extração é a razão material-

solvente uma vez que esse fator geralmente influência a extração de biomoléculas 

de matrizes vegetais (Stamatopoulos et al., 2013; Jovanović et al., 2017; Rezende et 

al., 2017). O aumento da razão solvente-material pode aumentar a eficiência de 

extração; entretanto, baixas concentrações de compostos bioativos podem ser 

indesejáveis em etapas futuras de concentração. Particularmente, a quantidade 

de solvente usado deve ser suficiente para garantir a extração de compostos 

bioativos. O tamanho da partícula é uma variável considerável na extração de 

biomoléculas. Estudos anteriores relataram o impacto do tamanho de partícula no  
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rendimento da extração de compostos bioativos (Asep et al., 2008; Sari e Velioglu, 

2011; Vuong, Golding, et al., 2011; Hu et al., 2016; Kuhn et al., 2017).            

O tempo de extração é também um fator significativo e pode influenciar o 

rendimento da extração de compostos bioativos (Vuong, Stathopoulos, et al., 2011). 

Esse parâmetro depende muito do método de extração empregado e irá impactar 

tanto a eficiência da extração como o consumo de energia (Horžić et al., 2012; Plaza 

e Rodríguez-Meizoso, 2013; Cheng et al., 2016; Domínguez-Rodríguez et al., 2017).  

A técnica de extração de compostos bioativos mais comum é a extração 

convencional solido-líquido, enquanto técnicas avançadas como as extrações 

assistidas por ultrassom ou micro-ondas e as extrações supercríticas e subcríticas tem 

sido propostas e se mostram promissoras (Joana Gil-Chávez et al., 2013). A 

maceração, a percolação, a infusão, a decocção e a extração por aquecimento 

contínuo são as técnicas de extração convencional mais comuns. Apesar da 

emergência das técnicas alternativas os processos que empregam extração 

convencional são mais utilizados devido ao menor custo e maior facilidade de 

instalação e ampliação (scale-up) (Druzyńska et al., 2007).  

A utilização da extração assistida por ultrassom no setor de alimentos tem 

crescido nos últimos anos e sua aplicação é uma demanda industrial por processos 

mais eficientes e sustentáveis (Vilkhu et al., 2008).  Em processos assistidos por 

ultrassom, há o fenômeno da cavitação que consiste na implosão das bolhas de 

cavitação formadas no meio líquido. Este fenômeno provoca o aumento da 

temperatura e da pressão do sistema, promovendo o rompimento da parede celular, 

favorecendo a penetração do solvente e melhorando o transporte do composto 

bioativo da fase sólida para a líquida (Caldas et al., 2018). Comparada aos métodos 

clássicos, a extração ultrassônica tem se tornado vantajosa, devido à preservação de 

compostos termos sensíveis com extrações eficientes a temperaturas mais baixas, 

menor gasto energético, menor consumo de solvente e menor tempo de operação 

(Wu et al., 2001; Xia et al., 2006; Jovanović et al., 2017).  A extração assistida por 

micro-ondas tem se despontado como um método vantajoso para captura de vários 

compostos ativos de fontes vegetais.  
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As micro-ondas são absorvidas e convertidas em energia térmica enquanto a 

onda transita pelo meio (Zhang et al., 2011; Joana Gil-Chávez et al., 2013). Esse 

processo provoca um grande aumento na agitação molecular causando o aumento da 

temperatura, vaporização da água interior, rompimento da parede celular da matriz 

vegetal, melhora da permeabilidade do solvente através da biomassa e 

consequentemente aumento do rendimento da extração dos compostos de interesse 

(Banerjee e Chatterjee, 2015; Pinela et al., 2016; Vinatoru et al., 2017).  

Cada técnica de extração pode ser mais ou menos eficiente a depender da 

matriz vegetal, do composto de interesse e de todos os outros parâmetros 

operacionais envolvidos. Dessa forma, um estudo de otimização do processo é de 

suma importância.  

 

2.5 Pré-tratamentos macroscópicos para clarificação do extrato 

  

Os pré-tratamentos macroscópicos constituem uma etapa de clarificação 

preliminar do extrato de modo a reduzir a concentração de sólidos e evitar o rápido 

decaimento do fluxo durante os processos de separação por membranas. A 

centrifugação e a decantação podem ser usadas com esse propósito. Os efeitos desse 

fenômeno sobre a ação da gravidade são acelerados pelo efeito das forças 

centrífugas. Atualmente a aplicação de coagulantes naturais, como a quitosana e as 

sementes de Moringa oleífera (M. oleífera), se mostra um processo importante a ser 

explorado na clarificação de bebidas.  

A quitosana é um polissacarídeo catiônico produzido a partir da desacetilação 

da quitina e, essa, é um polissacarídeo encontrado no exoesqueleto de crustáceos 

(Dias et al., 2008). A quitosana já tem sido explorada na clarificação de bebidas como 

mostra a literatura (Rao et al., 2011; Domingues et al., 2012; Sousa, 2016). 

A M. oleífera é uma árvore nativa do nordeste da Índia e que tem sido cultivada 

atualmente em países tropicais (Bhatia et al., 2007; Bhuptawat et al., 2007) como o 

Brasil.  
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Em temos da sua aplicação no tratamento de águas, as sementes de M. oleífera 

são efetivas na remoção de materiais suspensos conforme reportaram os seguintes 

trabalhos de (Al Azharia Jahn (1988); Ndabigengesere e Narasiah (1998); Bhuptawat 

et al. (2007)). A ação da M. oleífera como coagulante se dá devido à presença de 

proteínas catiônicas contidas nas sementes. Essas proteínas são solúveis em água e 

formam cadeias catiônicas polieletrolíticas que têm o poder de interagir com os sólidos 

presentes na solução e efetuar o processo de coagulação (Bhatia et al., 2007).  

A Figura 2. 2 mostra uma, vagens e sementes de M. oleífera. A foto foi tirada 

de uma árvore situada no campus Santa Mônica da Universidade Federal de 

Uberlândia. 

 

 

Figura 2. 2 – Árvore, vagens e sementes de M. oleífera. (Fonte: Autor) 

 

2.6 Processos de filtração por membranas 

 

A tecnologia das membranas está presente em vários processos industriais. A 

sua relevância é conhecida na indústria de alimentos, farmacêutica, manufatura e até 

no tratamento de águas (Nunes e Peinemann, 2006). 

A membrana comporta-se como uma barreira seletiva entre duas fases, que, 

sob a ação de uma força motriz, permite a passagem de uma ou mais espécies 

selecionadas da fase de alimentação, a qual pode ser uma mistura líquida ou gasosa 

(Anadão, 2010).  
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A Figura 2. 3 apresenta um esquema de dois diferentes processos de 

separação por membranas. Esses processos se diferenciam pela forma em que a 

alimentação se coloca.  

 

 

No processo dead-end a alimentação é feita perpendicularmente à membrana, 

já no processo cross-flow a alimentação é realizada paralelamente à membrana.  

 

 

Figura 2. 3 - Esquema de filtração dead-end e cross-flow. (Baseado em (Strathmann 

(1981); Habert (2006); Kubota et al. (2008)) 

 

Os processos de separação por membranas apresentam vantagens em relação 

aos processos de separação tradicionais: são de simples operação, seletivos, 

geralmente operados à temperatura ambiente e por isso podem ser empregados para 

separação de compostos termolábeis e, além disso, são considerados econômicos 

pois são energeticamente favoráveis (Habert et al., 2006). 

 

2.6.1 Materiais para a produção de membranas 

 

As membranas comerciais são produzidas a partir de diferentes tipos de 

materiais. A aplicação da membrana e sua eficiência durante o processo de filtração 

estão diretamente relacionadas à constituição da membrana e suas características.  
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As membranas podem ser classificadas de acordo com sua morfologia como 

mostrado na Figura 2. 4. 

 

 

 

Figura 2. 4 - Classificação das membranas de acordo com a morfologia. (Baseada 

em (Scott (1995); Habert et al. (2006); Lalia et al. (2013); Starov (2017)) 

 

Na Figura 2. 5 é apresentado um esquema com alguns dos materiais 

comumente utilizados na produção de membranas sintéticas.  

 

 

Figura 2. 5 – Materiais usualmente empregados na produção de membranas. 

(Baseada em (Strathmann (1981); Scott (1995); Habert et al. (2006); Beltsios et al. 

(2008)) 
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As membranas podem ser divididas em dois grandes grupos: biológicas e 

sintéticas. As membranas comerciais, ou mesmo as produzidas em escala de 

laboratório, são sintéticas e são classificadas pelas constituídas por materiais 

poliméricos (orgânicos) e por aquelas constituídas por materiais não-poliméricos 

(inorgânicos) (Mulder, 1996).  Todavia, as membranas não-poliméricas são de mais 

fácil limpeza e apresentam maior durabilidade (Habert et al., 2006). 

 

2.6.2 Processo de Separação por membranas que envolvem gradiente de 

pressão como força motriz. 

 

Os processos de separação por membranas que usam gradiente de pressão 

como força motriz apresentam diversas aplicações e serão descriminados a seguir. 

A Microfiltração (MF) é uma técnica de separação que utiliza membranas com 

diâmetro de poro entre 0,1 e 10 µm e é capaz de remover partículas micrométricas. O 

fluido passa através dos caminhos tortuosos existentes, já as partículas são retidas 

na superfície do filtro. O gradiente de pressão formado entre os dois lados da 

membrana gera a força motriz que atua no processo (Anadão, 2010).  Como as 

membranas de MF são relativamente abertas, as pressões empregadas como força 

motriz para o transporte são pequenas e dificilmente ultrapassam 3 bar (Habert et al., 

2006).  

A ultrafiltração (UF) é um processo de separação por membranas utilizado 

frequentemente para purificar e/ou separar soluções que contém partículas com 

grande massa molecular e também colóides, de massa molar variando de 103 a 106 

Dalton. Os poros das membranas de UF variam de 1 a 100 nm de tamanho, logo, são 

mais fechadas que as membranas de microfiltração. É necessária uma maior força 

motriz para que haja a separação dos compostos e que o fluxo não seja muito 

pequeno e seja possível a utilização da UF na indústria, sendo que seus poros são 

menores que os de membranas de microfiltração. As pressões utilizadas nesse tipo 

de processo operam numa faixa que varia de 1 a 10 bar (Habert et al., 2006).  

A nanofiltração (NF) se caracteriza pela separação de sais e solutos orgânicos 

de massa molecular maiores que 500 Dalton, sendo um processo movido por 

gradiente de pressão, bem como a MF e a UF com tamanho de poros, fluxos de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
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permeados e pressões de operação que se encontram entre a UF e a Osmose Inversa 

(OI).  

Os sistemas de nanofiltração geralmente operam em menores pressões (5-25 

bar) e, por isso, esse processo apresenta vantagem econômica sobre a osmose 

inversa (Schaefer et al., 2005; Habert et al., 2006). 

A osmose inversa (OI) é um processo de separação em que um solvente é 

separado de um soluto por uma membrana permeável ao solvente e impermeável ao 

soluto. Isso ocorre quando se aplica uma grande pressão sobre este meio aquoso, o 

que contraria o fluxo natural da osmose. Esses sistemas devem operar com pressões 

de próximas a 70 bar. (Fell, 1995) 

O Quadro 2.1 apresenta algumas aplicações para os principais processos de 

separação por membranas que usam gradiente de pressão como força motriz. 

 

Quadro 2. 1 - Processos de separação com membranas comerciais (adaptado de Habert et al. (2006)). 

Processo Força Motriz Material Retido Material que 

Permeia 

Aplicações 

Microfiltração 

(MF) 

∆P (0,5-3 bar) Material em 

suspensão, 

bactérias 

Água e 

sólidos 

dissolvidos 

Esterilização bacteriana; 

clarificação de vinhos e 

cervejas; concentração de 

células; oxigenação de 

sangue. 

Ultrafiltração 

(UF) 

∆P (1-10 bar) Colóides, 

Macromoléculas. 

Massa molar > 

5000 Da. 

Água 

(solvente, 

sais solúveis 

de baixa 

massa molar. 

Fracionamento/concentração 

de proteínas, recuperação 

de pigmentos/óleos. 

Nanofiltração 

(NF) 

∆P (5-25 bar) Moléculas de 

massa molar 

média 

(500 <MM> 

2000) Da. 

Água, sais e 

moléculas de 

baixa massa 

molar. 

Purificação de enzimas; 

biorreatores a membrana. 

Osmose 

Inversa (OI) 

∆P (15-70 bar) Todo material 

solúvel ou em 

suspensão. 

Água 

(solvente) 

Dessalinização 
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2.6.3 Polarização por concentração e fouling 

 

 A polarização por concentração ocorre porque a membrana tem a 

característica de transportar alguns solutos e reter outros em sua superfície (Noble e 

Stern, 1995). O acúmulo de moléculas na superfície da membrana pode aumentar a 

resistência do processo de separação e diminuir o fluxo do permeado. Quando a 

formação da torta é considerável, pode haver a formação da camada gel (Mulder, 

1996), conforme apresenta a Figura 2. 6. 

.  

 

Figura 2. 6 - Perfil da polarização por concentração e formação da camada gel. 

Baseada em (Noble e Stern (1995); Mulder (1996); Baker (2004a); Koh et al. (2013)). 

 

Fouling é o termo usado para descrever a queda do fluxo do permeado causado 

pela deposição de sólidos na superfície da membrana (Belfort e Altena, 1983). 

É preciso distinguir a concentração por polarização de fouling. Concentração 

por polarização é um fenômeno reversível que ocorre quando o processo se inicia e 

depois atinge um equilíbrio enquanto fouling é frequentemente um processo 

irreversível. 

Entretanto, tanto a concentração por polarização quanto o fouling causam um 

aumento na resistência ao transporte do solvente e também do soluto. Então a 
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equação do fluxo permeado (J) através da membrana assume a seguinte forma 

(Equação 4.1). 

 

𝐽 =  
𝐹𝑜𝑟ç𝑎 𝑀𝑜𝑡𝑟𝑖𝑧

𝑣𝑖𝑠𝑐𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒. 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑠𝑡ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
                                                                                          (4.1) 

 

No caso de microfiltração, ultrafiltração, nanofiltração e osmose inversa, essa 

relação se apresenta como se segue (Equação 4.2) 

 

𝐽 =  
∆𝑃

𝜂. 𝑅𝑡𝑜𝑡
  𝑜𝑛𝑑𝑒   𝑅𝑡𝑜𝑡 = 𝑅𝑚 + 𝑅𝑎 + 𝑅𝑝 +  𝑅𝑐 + 𝑅𝑝𝑐                                                              (4.2) 

 

Sendo: 

𝜂 = Viscosidade aparente do permeado; 

𝑅𝑚 = resistência intrínseca da membrana; 

𝑅𝑎 = resistência devido a adsorção; 

𝑅𝑝 = resistência devido ao bloqueio dos poros; 

𝑅𝑐 = resistência devido a formação de torta ou camada gel; 

𝑅𝑝𝑐 = resistência devido ao fenômeno de polarização por concentração; 

 

A Figura 2. 7 mostra esquematicamente os principais mecanismos de fouling 

responsáveis pelo decaimento do fluxo.  

 

 

Figura 2. 7 – Resistências ao transporte de massa através de membranas. Baseado 

em (Noble e Stern (1995); Nath (2008); Foley (2013); Koh et al. (2013)) 
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2.6.4 Módulo de membranas 

 

O módulo é definido como a unidade física, que reúne todos os elementos 

participantes do processo de separação por membranas. Os tipos de módulos mais 

comuns são: com placas de membrana, tubulares, espirais, com fibras ocas e com 

discos rotatórios (Anadão, 2010). A Figura 2. 8 apresenta um desenho esquemático 

de um módulo de filtração por membranas.  

 

 

Figura 2. 8 - Desenho esquemático de um módulo de filtração por membranas. 

Baseado em (Cheryan (1998); Baker (2004b); Foley (2013)) 

 

2.6.5 Utilização de processo de separação por membranas para produção de 

bebidas 

 

Encontram-se disponíveis na literatura diversos trabalhos que reportam o uso 

dos processos de separação por membranas na clarificação, concentração e 

purificação de compostos bioativos presentes em sucos de frutas e em chás, 

especialmente os chás provenientes da planta Camellia sinensis. 

Kawakatsu et al. (1995) avaliaram o uso da microfiltração e ultrafiltração na 

clarificação do extrato de chá verde e observaram que a redução do tamanho do poro 

ocasiona a diminuição da massa seca obtida no permeado. Por ultrafiltração houve 

rejeição de 30-50% de pectina, 3-11% de catequinas e 7-11% de cafeína. A membrana 

de 30 kDa foi preferida uma vez que apresentou boa reprodutibilidade para a repetição 

do processo de clarificação. 
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No trabalho de Peng Xiang e Shu Ping (2001) os autores avaliaram a 

capacidade de permeação do extrato de chá verde através de um microfiltro cerâmico 

sob condições de funcionamento diferentes. Neste trabalho foi estudado o efeito dos 

parâmetros de funcionamento tais como a pressão e a temperatura de filtração no 

fluxo. Os resultados mostraram que a clarificação do extrato de chá verde aumentou 

acentuadamente após um pré-tratamento através da filtração com de membrana 

cerâmica de 0,05 μm. Como não houve efeitos significativos nos índices físico-

químicos por condição de operação, os autores adotaram a maior pressão e 

temperatura para a filtração de extrato de chá verde. 

Todisco et al. (2002) estudaram a retenção dos compostos fenólicos na 

clarificação do chá preto com o uso membranas cerâmicas e avaliando 

simultaneamente os mecanismos de transferência de massa. Diferentes condições 

operacionais foram empregadas como vazão, temperatura e pressão e, para tal, uma 

membrana de 40 kDa foi aplicada. 

Tao et al. (2004) avaliaram o efeito da filtração por membranas cerâmicas no 

tratamento de infusões de chá verde. O estudo mostrou que o fluxo de permeação da 

membrana diminuiu muito na fase inicial e, em seguida, variou suavemente. A análise 

das taxas de retenção dos principais compostos pela membrana cerâmica de 0,2 μm 

mostrou que as taxas de retenção de polifenóis, aminoácidos e cafeína eram 

relativamente baixas, enquanto que as taxas retenção de proteína e pectina eram 

maiores. 

No trabalho de Li et al. (2005), os autores avaliaram o uso de resina de 

adsorção no processo de concentração de compostos fenólicos presentes no chá 

verde. Após a ultrafiltração foi observado mais de 40% dos fenólicos totais no 

permeado. Após a adsorção com resina o produto final apresentou mais de 90% dos 

compostos fenólicos iniciais.  

Aragão (2010) estudou a concentração de compostos bioativos empregando o 

processo de micro, ultra e nanofiltração da polpa de caju utilizando membranas 

poliméricas. Avaliou a influência do tratamento enzimático sob o fluxo de permeado e 

retentado, visando concentrar compostos como fenólicos, ácido ascórbico e 

carotenoides. Nas membranas analisadas houve uma retenção de até 54 % de taninos 

e 100% de carotenoides. 
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Rao et al. (2011) investigaram o uso da ultrafiltração, sílica em gel e quitosana 

na clarificação do extrato de chá verde. Enquanto o tratamento com sílica gel e 

quitosana não reduziu significativamente o teor de proteínas, a ultrafiltração 

empregando uma membrana de 10 kDa diminuiu o teor de proteínas de 11,36 para 

5,86 mg/100 mL. Os autores observaram a estabilização da intensidade da cor e da 

concentração de compostos fenólicos armazenados sob refrigeração durante 60 dias. 

Domingues et al. (2014) avaliaram alguns pré-tratamentos (centrifugação, 

liquefação enzimática e quitosana) e a microfiltração no processo de clarificação do 

suco de maracujá. Os autores concluíram que a quitosana se mostrou um agente 

clarificante eficiente promovendo uma maior redução da cor e da turbidez dentre os 

pré-tratamentos avaliados. Concluíram ainda que a microfiltração utilizando 

membranas em fibras foi capaz de produzir um suco limpo, reduzindo 95% da turbidez 

e 74% da cor.  

Sousa et al. (2016) avaliaram a ultrafiltração assistida por ultrassom na 

purificação de polifenóis provenientes das folhas de chá verde. Na comparação entre 

os processos com e sem ultrassom, os autores concluíram que o fluxo em estado 

estacionário na membrana de 5 kDa foi 4 vezes maior na ultrafiltração assistida por 

ultrassom do que na não assistida por ultrassom. Já na comparação entre membranas 

de ultrafiltração de diferentes porosidades os autores concluíram que a membrana de 

20 kDa apresentou alta pureza de catequina no permeado (49% de EGCG) e portanto 

a mesma foi sugerida para a purificação de compostos fenólicos a partir de extrato de 

chá verde, a fim de garantir grande fluxo de permeado, pureza de compostos fenólicos 

e estabilidade do extrato. 
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Capítulo 3  
Material e métodos 

 

O presente capítulo faz uma abordagem detalhada sobre o material e os 

métodos empregados no processamento, caracterização, extração, clarificação e 

purificação dos polifenóis contidos nas folhas de chá verde. Nesse sentido, a Figura 

3. 1 apresenta o fluxograma dos processos desenvolvidos nesse trabalho. 

 

 

Figura 3. 1 – Esquema das etapas desenvolvidas nesse trabalho. 

 

3.1 Matéria Prima 

 

As folhas de chá verde (Camellia sinensis) da marca Yamamotoyama do Brasil 

foram adquiridas no comércio local (Uberlândia - MG, Brasil). Eram folhas secas, 

trituradas e vendidas a granel. Em laboratório, foi feita a moagem, o peneiramento e 
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a classificação granulométrica. O material final foi colocado em um recipiente plástico 

com tampa e esse foi acondicionado em local seco e livre de luminosidade. 

 

3.2 Processamento e caracterização das folhas de chá 

 

3.2.1 Moagem, peneiramento e análise granulométrica 

 

Bateladas de aproximadamente 242 g de chá verde foram trituradas em um 

multiprocessador doméstico (Mega Star, 60Hz, 500W) por 5 min. O peneiramento da 

amostra foi feito em agitador eletromagnético (Bertel Tuv, Brasil) por 15 min 

empregando um conjunto de peneiras (Granouest inox 8x2’) que apresentavam a 

sequência de mesh: 270, 100, 48, 35, 24, 16, 9 e 7, que corresponde, 

respectivamente, às faixas 0,05-0,15, 0,15-0,32, 0,32-0,5, 0,5-0,74, 0,74-1,19, 1,19-

2,19 e 2,19-2,83 mm. O diâmetro médio de Sauter (𝑑𝑝𝑠) é o diâmetro da partícula cuja 

relação superfície/volume é a mesma para todas as partículas e foi calculado pela 

Equação (1). 

 

𝑑𝑝𝑠 =
1

∑
𝑥𝑖

𝑑𝑖

                                                                                                                                                 (1) 

 

Sendo 𝑥𝑖 a fração a fração mássica retida na peneira de diâmetro 𝑑𝑖. 

 

3.2.2 Umidade 

 

A umidade das folhas de chá verde foi determinada por método gravimétrico da 

AOAC International conforme descrito por Al-Mentafji (2016). Inicialmente, cápsulas 

de porcelana foram secas na estufa (Biomatic, Brasil) a 105°C por 1 h. Em seguida, 

as cápsulas de porcelana secas e de massa conhecida, contendo 5 g de amostra, 

foram colocadas na estufa a 105°C. Posteriormente, a amostra foi resfriada no 

dessecador até a temperatura ambiente e pesada na balança analítica (Shimadzu AX 

200, Brasil). O procedimento, de aquecimento e resfriamento, foi repetido até que a 

amostra atingisse massa constante. 
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O percentual de umidade das amostras, em base seca (b.s.), foi calculado de 

acordo com a Equação (2). 

 

𝑋 =  
𝑚0 − 𝑚𝑓

𝑚𝑓
𝑥100                                                                                                                               (2) 

 

Sendo que 𝑋 representa a umidade da amostra e m0 e mf são a massa da 

amostra antes e depois da secagem em estufa, respectivamente. 

 

3.2.3 Cinzas 

 

A análise de cinzas foi feita seguindo a metodologia da AOAC International 

conforme descrito por Al-Mentafji (2016). Inicialmente, pesou-se 5 g de amostra em 

uma cápsula de porcelana, de massa conhecida, previamente aquecida em estufa a 

105°C. Em seguida, as amostras foram colocadas na mufla a 550°C por 5h. Em 

sequência, resfriou-se as amostras no dessecador até a temperatura ambiente, para 

depois serem pesadas para a obtenção da massa de cinzas. A porcentagem de cinzas 

foi determinada utilizando-se a Equação (3). 

 

𝐶 =
𝑁

𝑃
𝑥100                                                                                                                                           (3) 

 

Sendo, C o teor de cinzas (g), N a massa de cinzas (g) e P a massa de amostra 

(g). 

 

3.3 Preparo do extrato de chá 

 

3.3.1 Extração Convencional 

 

Os experimentos de extração convencional de polifenóis totais foram 

conduzidos em um reator encamisado de 200 mL acoplado a um banho 

termostatizado (Tecnal TE – 184, Brasil) para controle da temperatura e a uma chapa 

(IKA C – MAG HS7, Brasil) para agitação magnética (120 rpm) e controle da 
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temperatura interna da amostra através de um termômetro digital, conforme 

apresentado na Figura 3. 2. A temperatura experimental considerada era a 

temperatura do interior amostra com tolerância de ± 1ºC. Além disso, a agitação 

melhora o transporte difusivo do composto bioativo, uma vez que evita que grande 

parte das partículas aderissem ao fundo do recipiente.  

 

 

Figura 3. 2 – Sistema de extração convencional 

 

 A Figura 3. 3 ilustra as etapas do processo de extração convencional utilizadas 

neste trabalho. Foram avaliadas as melhores condições de granulometria, razão chá-

água, tempo e temperatura para maximizar a extração de polifenóis totais. 

 

 

Figura 3. 3 - Esquema do processo de extração convencional sequencial 

 

A escolha da condição inicial do processo de otimização da extração de 

polifenóis como mostra o esquema sequencial na Figura 3. 3 baseou-se nos valores 

de 80ºC por 30 min e 50 g L-1 conforme sugerido por (Vuong, Golding, et al., 2011) e 

(Kumar et al., 2012) respectivamente. As etapas do processo serão descritas a seguir. 
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3.3.1.1 Efeito da granulometria na extração de polifenóis 

 

O impacto do tamanho das partículas na extração de polifenóis do chá verde 

foi avaliado em relação à concentração final de polifenóis totais no extrato para cada 

faixa de tamanho de partícula A extração aquosa foi conduzida à 80ºC por 30 min em 

uma razão chá-água de 50 g L-1 utilizando partículas nas seguintes faixas de 0,05-

0,15, 0,15-0,32, 0,32-0,5, 0,5-0,74, 0,74-1,19, 1,19-2,19 e 2,19-2,83 mm. 

 

3.3.1.2 Efeito da razão chá-água na extração de polifenóis 

 

A influência da razão chá-água foi analisada variando-a de 10 a 120 g L-1 para 

extrações à 80ºC por 30 min, determinando-se desse modo a razão chá-água que 

garantisse a melhor eficiência do processo sequencial, ou seja, impactando as etapas 

de extração, clarificação/purificação e finalmente a concentração de polifenóis através 

da tecnologia de separação por membranas. 

 

3.3.1.3 Efeito do tempo e da temperatura na extração de polifenóis 

 

Determinou-se o tempo e a temperatura de infusão ideais para extração 

convencional, ou ainda, os valores de parâmetros capazes de promover a maior 

extração de tais compostos bioativos evitando a termo degradação. O preparo do chá 

foi realizado utilizando-se uma razão chá-água de 50 g L-1e variando-se o tempo de 

10 a 120 min e a temperatura de 40 a 90ºC. 

 

 

3.3.2 Extração ultrassônica 

 

A extração ultrassônica foi executada com o auxílio de uma sonda ultrassônica 

(Cleaner Probe) de 20 KHz e 500 W acoplada a um reator encamisado de 200 mL e 

a um banho termostatizado (Tecnal TE – 184, Brasil) para controle da temperatura. A 

temperatura do interior da amostra foi conferida com um termômetro digital ligado à 
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chapa de agitação (IKA C – MAG HS7, Brasil) (120 rpm) conforme apresentado na 

Figura 3. 4. 

 

 

Figura 3. 4 – Sistema de extração com sonda ultrassônica 

 

Adicionalmente, a Figura 3. 5 mostra as etapas do processo de extração 

sequencial de polifenóis totais com auxílio de sonda ultrassônica efetuadas neste 

trabalho. Foram avaliadas as melhores condições de razão chá-água, temperatura, 

amplitude e tempo. 

 

 

Figura 3. 5 - Esquema do processo de extração sequencial com sonda ultrassônica 

 

Para extração dos compostos bioativos presentes nas folhas de chá verde com 

sonda ultrassônica, conforme a Figura 3. 5, baseou-se a escolha das condições de 

extração nos valores apresentados na literatura (Segovia et al. (2016); Sharmila et al. 

(2016)). As etapas desse processo sequencial serão discriminadas a seguir. 
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3.3.2.1 Planejamento composto central (PCC)  

 

Para verificação das variáveis significativas e determinação da melhor 

amplitude de extração de extração de polifenóis e flavonóides totais, foi feito um 

planejamento composto central (PCC), com três réplicas no ponto central, com alfa de 

ortogonalidade (α = 1,3531) a um nível de significância de 95%. Conforme a Tabela 

3. 1, para bateladas de 30 min variou-se a temperatura de 22 ºC a 83 ºC, à razão chá-

água de 12 a 73 g L-1 e à amplitude de 23 a 77%. 

 

Tabela 3. 1- Níveis codificados e reais para o planejamento composto central 

Nível 

codificado 

Temperatura 

(°C) 

Razão chá-água 

(g L-1) 

Amplitude 

(%) 

-1,3531 22 12 23 

-1 30 20 30 

0 52,5 42,5 50 

1 75 65 70 

1,3531 83 73 77 

 

3.3.2.2 Efeito do tempo e temperatura na extração de polifenóis 

 

Similarmente à extração convencional, determinou-se o tempo e a temperatura 

de infusão ideal para extração com sonda ultrassônica, ou seja, capazes de extrair a 

maior quantidade de polifenóis evitando a termo degradação. O preparo do chá foi 

realizado utilizando uma razão chá-água de 50 g L-1, a amplitude de 77% definida 

no planejamento experimental e variando o tempo de 10 a 120 min e a temperatura 

de 40 a 90ºC.  

 

3.4 Clarificação do extrato de chá verde  

 

Três procedimentos diferentes (T1, T2 e T3) foram realizados com o objetivo 

de clarificar o extrato de chá verde recém-preparado através da extração convencional 
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na condição de 50 g L-1, 80 ºC por 60 min, conforme mostra o fluxograma na Figura 

3. 6. 

 

Figura 3. 6 -  Procedimentos para clarificação do extrato de chá verde 

 

Os procedimentos apresentados na Figura 3. 6 serão discriminados a seguir. 

 

3.4.1 Centrifugação (T1) 

 

Um volume de extrato de chá verde recém preparado foi centrifugado a 8000 

rpm por 20 min conforme sugestão de Rao et al. (2011), sendo utilizado o 

sobrenadante para análise dos parâmetros estudados. 

 

3.4.2 Quitosana e Centrifugação (T2) 

 

Conforme ilustrado na Figura 3. 7, inicialmente uma solução de quitosana 10 g 

L-1 foi preparada hidrolisando-se a quitosana (Sigma-Aldrich, Brasil) (na figura está 

quitosana da polyamar VER) em uma solução de ácido acético 5% (v/v) (Exodo 

Científica) com pureza de 99,7%. Com o auxílio de um agitador magnético a 120 rpm, 

a hidrólise foi efetuada a temperatura ambiente por 5 h.  
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Figura 3. 7 – Preparo da solução de quitosana 10 g L-1 

 

Para os testes com quitosana, foi utilizado um aparato de jar test (Milan® JT-

203, Brasil) mostrado na Figura 3. 8.  

 

 

Figura 3. 8 – Aparato jar test utilizado nos testes com quitosana. 

 

Amostras de 50 mL de chá recém preparadas foram adicionadas a béqueres 

de 250 ml, para cada béquer foi adicionado um volume diferente da solução de 

quitosana 10 g L-1, resultando em diferentes concentrações finais de quitosana (25-

2000 mg L-1). Os parâmetros de operação do jar test (Milan® JT-203, Brasil) foram: 50 

rpm de velocidade de rotação e 20 min de tempo de rotação conforme sugerido por 

Domingues et al. (2012). Após o término da agitação, os extratos com quitosana foram 

centrifugados a 8000 rpm e 25ºC por 20 min seguindo a recomendação de Rao et al. 

(2011). Ao final, as alíquotas foram retiradas do sobrenadante para análises 

posteriores. 

 

3.4.3 Sementes de Moringa oleífera (SMO) e Centrifugação (T3) 

 

Como ilustra a Figura 3. 9, foi preparada uma solução de sementes de Moringa 

oleífera (SMO) desengorduradas na concentração de 50 g L-1. Inicialmente efetuou-

se a retirada do óleo das sementes utilizando-se um aparato de Soxhlet. Para retirada 
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do óleo, as sementes de Moringa oleífera (SMO) previamente descascadas e 

esmagadas foram colocadas em um Soxhlet com solvente n-hexano (Dinâmica, 

Brasil) com 95% de pureza por um período de 6 h. 

 

 

Figura 3. 9 – Preparo da solução de sementes de Moringa oleífera (SMO). 

 

Para os testes com SMO, foi utilizado também um equipamento de jar test. 

Amostras de 50 mL de chá recém preparadas foram adicionadas a frascos de 

erlenmeyer de 250 mL, para cada erlenmeyer foi adicionado um volume diferente da 

solução de sementes de Moringa oleífera (SMO) 50 g L-1, resultando em diferentes 

concentrações finais de SMO (100-10.000 mg L-1). Os parâmetros de operação do 

shaker foram determinados em duas etapas de agitação: a primeira de agitação rápida 

(150 rpm por 5 min) e a segunda de agitação lenta (30 rpm por 30 min) conforme 

sugerido por (Bhatia et al., 2007). Após o término da agitação, semelhantemente ao 

tratamento com quitosana, os extratos com SMO foram centrifugados a 8000 rpm e 

25 ºC por 20 min seguindo a recomendação de Rao et al. (2011). Ao final as alíquotas 

foram retiradas do sobrenadante para análises posteriores. 

 

3.5 Processos de filtração por membranas 

 

3.5.1 Módulos e membranas utilizados 

 

A Figura 3. 10 apresenta o esquema do sistema empregado nos processos de 

filtração do chá verde. Diferentes módulos de membranas foram acoplados ao sistema 

apresentado na Figura 3. 10, conforme apresentados a seguir. 
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Figura 3. 10 – Sistema utilizado nos processos de filtração do chá verde. 

 

A Figura 3. 11 apresenta o módulo de inox planar que foi utilizado na 

microfiltração do chá verde através da membrana comercial (Millipore) plana de 

acetato de celulose de porosidade 0,22 µm em sistema cross-flow. 

 

 

Figura 3. 11 – Módulo planar utilizado na microfiltração do chá verde. 

 

Um módulo de membranas cerâmicas do tipo fibra oca (cartucho) com e sem 

revestimento polimérico foram também utilizados na filtração do extrato de chá. As 

fibras ocas de alumina, produzidas e cedidas pelo Grupo de Pesquisa em Membranas 

da Faculdade de Engenharia Química da Universidade Federal de Uberlândia, foram 

acopladas a um cartucho produzido em laboratório conforme mostra a Figura 3. 12.  
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a) 

 

b) 

Figura 3. 12 – a) Esquema da construção do cartucho para a filtração de chá verde, 

b) Mecanismo de transporte através da membrana assimétrica de alumina do tipo 

fibra-oca dentro do cartucho. 

 

O cartucho (módulo de membranas de fibra oca) foi construído com um feixe 

de quatro fibras ocas com um comprimento de 13 cm e um diâmetro externo de 

aproximadamente 0,22 cm cada uma. As fibras foram coladas em duas conexões “T” 

de policloreto de vinila (PVC) (Krona de 20 (1/2) NBR 5648, Brasil) usando adesivo 

plástico para tubos de PVC (Krona, Brasil), resina acrílica (Vipiflash, Brasil) e três 

junções em PVC (Polyvin de 20 (1/2) NBR 5648, Brasil). Uma extremidade das fibras 

foi selada com a mesma resina, enquanto a outra foi cortada após colagem de forma 
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que as fibras permaneceram abertas para coleta do permeado. O comprimento 

filtrante de cada fibra era de aproximadamente 10 cm e a área total filtrante das 4 

fibras era de 2,7x10-3 m2. O cartucho foi conectado ao sistema de filtração, conforme 

apresentado na Figura 3. 12.  

 

3.5.2 Microfiltração 

 

As microfiltrações foram realizadas com extratos de chá verde recém-

preparados utilizando apenas a centrifugação (T1) como etapa de pré-tratamento 

macroscópico. As microfiltrações, tanto para a membrana plana de 0,22 µm (S3) 

quanto para a fibra oca de alumina sem revestimento polimérico (S4) foram 

executadas a 0,8 bar em sistema cross-flow conforme mostra a Figura 3. 10 com 

valores de 3,6x10-3 e 2,7x10-3 m2 para área de filtração e 4,79 cm s-1 para a velocidade 

de cross-flow (vcf) para a membrana plana de 0,22 µm (S3) e para a fibra oca de 

alumina (S4). Para o experimento, colocou-se um volume de 450 mL de extrato de 

chá verde dentro do frasco de alimentação e o módulo planar (Figura 3. 11) e o 

cartucho (Figura 3. 12) foram conectados ao sistema de filtração (Figura 3. 10) para a 

execução das microfiltrações S3 e S4, respectivamente. Para se interromper os 

processos de microfiltração foi utilizado um fator de concentração (Fc) igual a 1,5. 

Esse parâmetro foi definido pela razão entre o volume alimentado (Va) e o volume 

alimentado (Va) menos o volume permeado (Vp), conforme mostra a Equação (4). 

 

𝐹𝑐  =  
𝑉𝑎

𝑉𝑎 − 𝑉𝑝
                                                                                                                                         (4)   

 

3.5.3 Filtração sequencial 

 

A alimentação deste processo foi o permeado do processo de microfiltração 

utilizando a membrana cerâmica do tipo fibra oca (S4). A ultrafiltração foi executada a 

1,5 bar, em sistema cross-flow com velocidade de cross-flow (vcf) igual a 4,79 cm s-1 

utilizando um cartucho construído de forma semelhante à descrita pela Figura 3. 12. 

Para esse processo as membranas de alumina do tipo fibra oca receberam 
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recobrimento polimérico. Esse recobrimento foi preparado empregando o método de 

inversão de fase por imersão/precipitação seguindo a metodologia de Halek et al. 

(2015) com adaptações. Inicialmente uma solução polimérica foi preparada utilizando 

como base Poliéter éter sulfona (PES) MM=58.000 g mol-1 (Veradel® 3000 P), Dimetil 

acetato (DMAC) (Merk, Brasil) como solvente e Polivinil pirolidona (PVP) MM = 25 g 

mol -1 (Merk, Brasil) como agente formador de poros. A mistura foi colocada em um 

frasco com tampa e mantida sob agitação magnética à temperatura ambiente por 

aproximadamente 4 h para completa dissolução do polímero. As fibras, uma de cada 

vez, foram imersas instantaneamente na solução preparada contendo PES, DMAC e 

PVP e, então, retiradas e imersas em aproximadamente 150 mL de água destilada 

para a inversão de fase do polímero. Após a inversão de fase, todas as fibras foram 

retiradas e colocadas conjuntamente em outro recipiente contendo aproximadamente 

5 L de água destilada e mantidas por um dia para a remoção do solvente residual. 

Finalmente, as fibras focam condicionadas em estufa à 40ºC (SE Fanem Ltda, Brasil) 

para secagem por um dia. Para estimar a espessura da camada polimérica, 

utilizou-se uma imagem da fibra com recobrimento fornecida pela análise de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) (SEM, Carl Zeiss, EVO MA10) e o 

software ImageJ®. 

 

3.5.4 Permeabilidade hidráulica das membranas de filtração 

 

A determinação da permeabilidade de cada membrana utilizada nos processos 

de filtração foi feita utilizando água miliq. Para a membrana plana de 0,22 µm e para 

a fibra oca o fluxo foi medido em pressões que variaram de 0,1 a 1 bar. Já para a fibra 

oca com revestimento polimérico, o fluxo foi medido em pressões que variaram de 0,3 

a 3 bar, conforme mostra a Figura B. 3, a Figura B. 4, a Figura B. 5 e a Figura B. 6 no 

Anexo B. 
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3.5.5 Comportamento do fluxo durante o processo de filtração do chá 

 

Uma vez iniciado o processo de filtração, amostras foram coletadas durante 

todo o processo de modo a permitir medição e análise do comportamento do fluxo em 

função do tempo de filtração. O fluxo foi calculado utilizando a Equação (5). 

 

𝐹𝑙𝑢𝑥𝑜 (𝐿 ℎ−1𝑚−2) =  
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑎 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎. 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑒𝑡𝑎
                                                (5) 

 

3.5.6 Cálculo das resistências 

 

As resistências foram calculadas de acordo com o modelo de resistências em 

série como adaptado de Schaefer et al. (2017). 

A resistência total de uma membrana pode ser calculada pela Equação (6): 

 

𝑅𝑇 = 𝑅𝑀 +  𝑅𝑃 + 𝑅𝐶                                                                                                                              (6) 

 

Em que 𝑅𝑀 é a resistência hidráulica da membrana, 𝑅𝑝 é a resistência devido 

ao entupimento dos poros e 𝑅𝐶  é a resistência devido à formação de torta. A 

resistência hidráulica da membrana𝑅𝑀 foi determinada por meio da filtração de água 

miliq em membranas limpas. Considerando que as outras resistências (𝑅𝑃, 𝑅𝐶) são 

nulas neste estágio, 𝑅𝑀 foi calculada de acordo com a Equação (7): 

 

𝑅𝑃 =  
∆𝑃

𝜂𝐽𝑓1
− 𝑅𝑀                                                                                                                                     (7) 

 

Sendo que 𝐽𝑓1 denota o fluxo permeado de água destilada após a limpeza física 

da membrana. 
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3.5.7 Modelagem matemática do fluxo em função do tempo 

 

As filtrações de chá foram realizadas em operação cross-flow e, nesse caso, 

foi aplicada a modelagem matemática sugerida por Field et al. (1995), conforme 

apresentada pela Equação (8). 

 

−
𝑑𝐽

𝑑𝑡
𝐽𝑛−2 = 𝐾(𝐽 − 𝐽∗)                                                                                                                           (8) 

 

Sendo K a constante da equação e J* o fluxo obtido em estado estacionário, ou 

seja, após a estabilização do fluxo. 

Os valores de n são fixados conforme o mecanismo de fouling que ocorre 

durante o processo de filtração por membranas, conforme apresentado na Tabela 3. 

2. 

 

Tabela 3. 2 – Representação dos mecanismos de fouling em membranas.  

n Mecanismo 

de fouling 

Representação Características 

0 Formação de 

torta 

  As partículas se agregam e formam uma camada 

filtrante na superfície da membrana. 

1 Bloqueio 

parcial dos 

poros 

 As partículas se unem umas às outras e 

bloqueiam parcialmente os poros. 

1,5 Bloqueio 

interno dos 

poros  

 As partículas são menores que o tamanho do 

poro da membrana e ficam retidas na superfície 

interna da mesma. 

2 Bloqueio 

completo dos 

poros 

 As partículas são maiores que o tamanho do poro 

da membrana 

 

Para cada valor de n fez-se o ajuste dos dados experimentais de fluxo em 

função do tempo de acordo com a Equação (8) de modo a determinar o valor do 
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parâmetro desta equação. O mecanismo de fouling predominante durante o processo 

de filtração foi então determinado pelo melhor ajuste dos dados experimentais com 

uma das quatro equações características de cada mecanismo de fouling. Para a 

resolução das equações diferenciais aplicou-se o método de otimização de Marquardt 

em um programa elaborado em linguagem Fortran cujo passo foi de 10-3 e uma 

precisão de 10-8. 

 

3.5.8 Limpeza das membranas  

 

Os seguintes passos foram seguidos no procedimento de limpeza das 

membranas do tipo fibra-oca contidas no cartucho. Inicialmente uma solução de ácido 

nítrico 5% foi circulada através do cartucho no sentido contrário ao fluxo de permeado 

(retrolavagem) por 30 min. O cartucho foi então imerso em um béquer de vidro de 600 

mL contendo aproximadamente 400 mL de uma solução de hidróxido de sódio (NaOH) 

1% (Impex, Brasil) com 99% de pureza, o conjunto foi inserido em um banho 

ultrassônico de 40 Hz de frequência (Ultracleaner model 1650A) por 60 min. Então, 

uma nova retrolavagem foi feita com água destilada por 30 min. Finalmente, 

avaliou-se novamente o fluxo de água pela membrana. Após o reestabelecimento 

de, no mínimo, 90% do fluxo inicial de água, o cartucho poderia ser reutilizado. 

 

3.5.9 Micrografias de MEV e EDS 

 

As amostras das membranas foram inicialmente metalizadas. As análises 

morfológicas foram, então, executadas utilizando o Microscópio Eletrônico de 

Varredura (MEV) (SEM, Carl Zeiss, EVO MA10). Com o auxílio do software ImageJ® 

pode-se estimar o tamanho médio dos poros das membranas cerâmicas de alumina 

do tipo fibra-oca como também a espessura da torta e da camada de revestimento 

polimérico. Já a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (EDS, Oxford, model 51 

– ADD0048) foi feita para a microanálise qualitativa das amostras de modo a identificar 

os elementos químicos presentes após a filtração de chá verde através das 

membranas.  

 



                                                                                     Capítulo 3 – Material e Métodos 

38 
 

3.6 Análises Físico-Químicas 

 

3.6.1 Concentração de polifenóis totais  

 

A concentração de polifenóis totais foi avaliada conforme metodologia descrita 

por Kumar et al. (2012) com adaptações. Os autores utilizaram espectroscopia na 

região do visível através do método de Folin–Ciocalteu para determinação de 

polifenóis totais em extrato de chá verde. Inicialmente construiu-se a curva de 

calibração com dez soluções aquosas de ácido gálico (EAG) (Vetec, Brasil) com 

99,5% de pureza e com concentrações variando de 0,16 g L-1 a 1,00 g L-1 (Figura A. 1 

do Anexo A). Para cada concentração coletou-se um volume de 0,05 mL de amostra. 

Em seguida, 0,2 mL da solução de Folin-Ciocalteu (Dinâmica, Brasil) foram 

adicionados. Depois de passados 2 min, 2 mL da solução de Na2CO3 a 10% (mv-1) 

(Dinâmica, Brasil) com 99,5% de pureza foram adicionados. A adição desta solução 

foi considerada o tempo zero. O volume total da solução foi ajustado para 4 mL usando 

água destilada. Após 1h, os valores de absorbância foram medidos a comprimento de 

onda de 760 nm usando o espectrofotômetro UVmini – 1240 Shimadzu. A 

concentração de polifenóis totais é dada em miligramas equivalentes de ácido gálico 

por litro. Para medir a concentração de polifenóis das amostras de chá foi necessário 

realizar uma diluição. Com a amostra diluída realizou-se o mesmo procedimento 

descrito acima, ou seja, para um volume de amostra de 0,05 mL adicionou-se 0,2 mL 

da solução de Folin-Ciocalteu (Dinâmica, Brasil), 2 mL da solução de Na2CO3 

(Dinâmica, Brasil) com 99,5% de pureza, sendo ao final o volume ajustado para 4 mL 

com água. A absorbância lida era substituída na equação da curva de calibração e 

multiplicada pelo fator de diluição.  

A Figura 3. 13 apresenta a amostra com a coloração azul correspondendo à 

solução contendo composto fenólico em contato com o reagente Folin-Ciocalteu. 
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3.6.2 Concentração de Flavonóides 

 

A concentração de flavonóides no extrato de chá verde foi determinada 

conforme a metodologia de Karadeniz (2005) com adaptações. Soluções de rutina (R) 

(10 - 200 µg (mL)-1) (Meta Química, Brasil) com pureza de 100% foram utilizadas para 

construção da curva de calibração (Figura A. 2 do Anexo A). Para cada concentração 

coletou-se um volume de 0,5 mL de amostra. Em seguida, 0,3 mL de solução de 

NaNO2 (5%) (Anidrol, Brasil) com 98% de pureza foram adicionados em cada tubo. 

Depois de passados 5 min, adicionou-se 0,6 mL de AlCl3 (10%) (Vetec, Brasil) com 

99,5% de pureza e finalmente após 6 min 2 mL da solução de NaOH (1 M) (Impex, 

Brasil) com 99% de pureza foram adicionados em cada tubo. A solução foi agitada 

vigorosamente e a absorbância foi lida imediatamente no comprimento de onda de 

510 nm usando o espectrofotômetro UVmini – 1240 Shimadzu. Todas as amostras 

foram analisadas em triplicata. A Figura 3. 14 apresenta a amostra com a coloração 

laranja devido ao contato dos reagentes com os flavonóides presentes na solução. 

 

 

Figura 3. 13 - Tubos de ensaio contendo composto fenólico em contato com o 

reagente Folin-Ciocalteu 

 

 

Figura 3. 14 - Tubos de ensaio contendo flavonóides em contato com os outros 

reagentes. 
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3.6.3 Turbidez 

 

A turbidez foi medida com o auxílio de um turbidímetro Tecnopon TB-1000 em 

unidades nefelométricas de turbidez (NTU).  

 

3.6.4 Sólidos Totais 

 

Para determinar a concentração de sólidos em cada solução, uma amostra de 

chá foi coletada e a mesma foi levada para uma estufa onde ficou por 24 h a 105°C. 

Após 24 h, a massa final de sólidos foi medida em uma balança analítica e a 

concentração de sólidos foi calculada utilizando a Equação (9) e a Equação (10). 

 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝑔) = (
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑏é𝑞𝑢𝑒𝑟

𝑐𝑜𝑚 𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
) − (

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑏é𝑞𝑢𝑒𝑟

𝑠𝑒𝑐𝑜
)    (9) 

 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 (𝑚𝑔 𝐿−1)   =    
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝑔)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
           (1) 

 

3.6.5 Análises cromatográficas 

 

Os padrões utilizados nesta etapa foram: Ácido gálico, Cafeína, Galato de -(-) 

epigalocatequina (EGCG), Catequina (C), (-)-Epicatequina (EC) e (-)-Epigalo 

catequina (EGC). Todos os padrões e reagentes foram analiticamente puros e foram 

adquiridos da empresa Sigma. Nas análises no HPLC (marca Shimatzu modelo LC-

20A Prominence), foi empregada a metodologia descrita por H.F. Wang (2000). 

Utilizou-se a coluna Discovery HS C18, 5 μm de dimensão 25 cm por 4,6 mm adquirida 

da Supelco. Aplicou-se uma vazão da fase móvel de 1,0 ml min-1, temperatura de 

30ºC, comprimento de onda de 270 nm e foi injetado um volume de 20 μL de amostra. 

A fase móvel utilizada foi: metanol/água/ ácido ortofosfórico na proporção de 

20/79,9/0,1 em volume respectivamente.  
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3.6.6 Estabilidade dos chás 

 

Os chás de Caméllia sinensis podem formar complexos entre os polifenóis e 

outros compostos de maior peso molecular como as proteínas. Nessa perspectiva, 

garantir a estabilidade do chá enquanto bebida é uma grande preocupação na 

indústria de bebidas e por isso tem chamado a atenção dos pesquisadores 

(Subramanian et al. (2014). Nesse sentido, determinou-se a estabilidade dos chás e 

dos permeados dos processos de micro e ultrafiltração através dos parâmetros 

turbidez e concentração de polifenóis totais. Os dados foram colhidos no dia que a 

solução foi obtida (dia zero “0”) e, em seguida, os permeados foram colocadas sob 

refrigeração, por volta de 5°C e os parâmetros foram medidos depois de 7, 14, 21 e 

30 dias. 

 

3.6.7 Estimativa da formação do tea cream 

 

Os sólidos do tea cream (partículas insolúveis na água a baixas temperaturas) 

foram determinados após o extrato ficar 16 h sob refrigeração (aproximadamente a 

5°C) conforme Chandini et al. (2012). Após este período, o extrato foi centrifugado por 

20 min utilizando uma rotação de 5600 rpm para remover os sólidos insolúveis e obter 

a quantidade de sólidos solúveis no sobrenadante. A diferença entre a quantidade de 

sólidos na amostra e no sobrenadante determina o quanto do tea cream foi formado 

no resfriamento. A Equação 11 foi utilizada para este cálculo. 

 

𝑇𝑒𝑎 𝑐𝑟𝑒𝑎𝑚 (%) =  
(𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜) − (𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒)

(𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜)
                        (11) 

 

3.7 Análise estatística dos dados 

 

A metodologia da superfície de resposta foi empregada para o tratamento de 

dados nesse trabalho. Por meio dessa metodologia, a extração ultrassônica de 

polifenóis e flavonóides pôde ser adequada a uma superfície de resposta baseada em 

um modelo de 2ª ordem (Marquez, 2007; Domingues, 2011). Essa modelagem 

permitiu verificar a existência de uma combinação entre as variáveis analisadas que 
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fornecesse uma região ótima ou mais favorável à extração. Os níveis das variáveis 

estudadas foram colocadas na forma codificada conforme a Equação (12). 

 

𝑋𝑛 =  
𝑋 −  𝑋𝑛

𝑋+1−𝑋−1

2

                                                                                                                                      (12) 

 

Sendo: 

 Xn é o valor da variável no experimento na forma codificada; X é o valor 

real da variável a ser calculado; 

 X0 é o valor real da variável no ponto central; 

 X1 é o valor real da variável no nível superior; X é o valor real da variável 

no nível inferior. 

 

Neste tipo de planejamento, cada variável é estudada em 5 diferentes níveis (-

α,-1, 0, 1 e +α). Foi utilizado o valor de α de ortogonalidade, de modo a se obter um 

planejamento em que a matriz de variância e covariância seja diagonal, sendo os 

parâmetros estimados não são correlacionados entre si. A equação do modelo 

polinomial de segunda ordem obtido pelo método de regressão múltipla é apresentada 

pela Equação (13) (Box e Hunter, 1978; Domingues, 2011).  

 

𝑌 =  𝑏0  + ∑ 𝑏𝑗𝑥𝑗

𝑘

𝑗=1

+  ∑ ∑ 𝑏𝑗𝑖𝑥𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1

𝑘

𝑗=1

+  ∑ 𝑏𝑗𝑗

𝑘

𝑗=1

𝑥𝑗
2                                                                    (13)   

 

A partir da equação do modelo, pode-se encontrar o valor de um ponto crítico, 

denominado ponto estacionário, dado por x0 = -(1/2)B-1b, em que B é a matriz (k x k) 

na qual a diagonal principal é composta pelos coeficientes dos termos quadráticos da 

Equação (13) e os termos fora da diagonal são correspondentes aos coeficientes das 

interações divididos por 2. Seguindo a relação aij = aji = XiXj/2. A matriz b é a matriz 

coluna formada pelos coeficientes associados às variáveis isoladas. O sinal das raízes 

características da matriz B, λ1,2...k fornecem a informação sobre a natureza do ponto 

estacionário x0, que pode ser: 
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 Um ponto de onde a superfície de resposta atinge um 

valor máximo, caso todas as raízes λk<0; 

 Um ponto de onde a superfície de resposta atinge um 

valor mínimo, caso todas as raízes λk>0; 

 Um ponto de onde a superfície de resposta não atinge 

um valor máximo nem mínimo, denominado “ponto de 

cela”, caso as raízes λk tenham sinais diferentes.  

 

As análises estatísticas dos dados foram efetuadas utilizando-se o software 

Statistica 7.0 (Statsoft, EUA). A significância das variáveis foi avaliada considerando-

se efeitos com nível de significância de 5%. 

Para o teste de Tukey foi utilizado o software Sisvar 5.6 (DEX, UFLA, Brasil) 

com nível de significância de 5%.
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Capítulo 4    
Resultados e discussão 

 

4.1 Caracterização das folhas de chá verde 

 

4.1.1 Moagem, peneiramento e análise granulométrica 

 

Após a moagem da amostra de folhas chá fez-se o peneiramento da mesma 

em conjunto de peneiras que apresentavam a sequência de mesh: 7, 9, 16, 24, 35, 

48, 100 e 270. Os dados da distribuição granulométrica obtidos são apresentados na 

Tabela 4. 1  

 

Tabela 4. 1 - Distribuição granulométrica de amostra de folhas de chá verde 

Mesh d#(mm) 

Faixa de 

partículas 

Massa 

retida(g) 

Porcentagem 

retida (%) 

7 >2,83 >2,83 0±0a 0±0a 

9 2,19 2,19-2,83 1,31±0b 0,54±0,01b 

16 1,19 1,19-2,19 34,80±1,1c 14,37±0,44c 

24 0,74 0.74-1,19 36,69±1,3c 15,15±0,55c 

35 0,50 0,5-0,74   63,67±1d 26,30±0,39d 

48 0,32 0,32-0,5 37,85±1,9c 15,63±0,78c 

100 0,15 0,15-0,32 44,91±1,5e 18,55±0,63e 

270 0,05 0,05-0,15 16,60±2,3f 6,86±0,94f 

Fundo <0,05 <0,05   6,27±0,3g 2,59±0,14g 

  Massa total    242,09±0  

Os valores médios indicados por uma letra diferente, são significativamente diferentes para o 

teste de Tukey (p≤0,05) 

 

Pela Tabela 4. 1 observa-se que não houve massa retida no topo do conjunto 

de peneiras (mesh 7) e a maior massa retida (63,67 g) foi obtida na peneira de mesh 

35. O diâmetro médio de Sauter calculado pela Equação (1) é 0,54 ± 0,02 mm. O 
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comportamento de porcentagem retida das amostras de chá de partículas na faixa de 

0,15-0,32 e de 0,32-0,5 mm desse trabalho está semelhante ao observado por 

Hossain e Mori (2013) que estudaram a distribuição do tamanho de partícula em 

amostras de chá preto. 

As curvas de ajuste dos modelos matemáticos de distribuição granulométrica 

acumulativa do experimento de peneiramento de amostra de chá verde são 

apresentadas na Figura 4. 1. A distribuição granulométrica acumulativa foi 

representada pelos seguintes modelos: Gates-Gaudin-Schumann (GGS), Rosin-

Rammler-Bennet (RRB) e Sigmoide. Os modelos Rosin-Rammler-Bennet (RRB) e 

Sigmoide (SIG) se ajustaram muito bem aos dados experimentais com valores de 

coeficiente de determinação (R2) de 0,9979 e 0,9952. O ajuste a esses modelos 

dependeu basicamente do tempo de moagem, da velocidade de moagem e do tempo 

de peneiramento estabelecidos. 

 

 

Figura 4. 1 – Ajuste dos modelos de distribuição granulométrica acumulativa do 

peneiramento de amostra de chá verde. 

 

Murthy e Manohar (2013) efetuaram a modelagem matemática da distribuição 

de partículas de gengibre moído e observaram que o modelo RRB apresentou o 
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melhor ajuste para a distribuição granulométrica acumulativa, com o maior valor de 

coeficiente de determinação (R2). 

 

4.1.2 Umidade e cinzas 

 

Os valores dos teores de umidade e cinzas nas folhas de chá verde para 

diferentes faixas de tamanho de partícula são apresentados na Tabela 4. 2. 

 

Tabela 4. 2– Teores de umidade e cinzas em amostras de chá verde  

Tamanho de 

partícula (mm) 

Teor de 

umidade (%) 

Teor de 

cinzas (%) 

<0,05 6,12±0,04a 4,93±0,04a 

0,05-0,15 6,50±0,06b 4,81±0,01a, b 

0,15-0,32 6,94±0,03c 4,69±0,00b, c 

0,32-0,5 7,22±0,03d 4,66±0,03c 

0,5-0,74 7,18±0,03d 4,67±0,04c 

0.74-1,19 7,42±0,04e    4,70±0,08b, c 

1,19-2,19 7,36±0,05d, e    4,68±0,01b, c 

2,19-2,83 7,45±0,03e    4,65±0,01c 

Chá não moído 7,31±0,05d, e    4,69±0,02b, c 

Os valores médios indicados por uma letra diferente, são significativamente diferentes para o 

teste de Tukey (p≤0,05) 

 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) por meio da portaria n° 

519/98 (revogada pela RDC 277/05) estabelece que o teor máximo de umidade e de 

cinzas totais em amostras de chá verde devem ser de 12% e de 8% respectivamente. 

De acordo com a Tabela 4. 2 os teores de umidade variam de 6,12 a 7,45%; já os 

teores de cinzas, de 4,65 a 4,93%. Nesse sentido, os valores encontrados nesse 

trabalho para todos os tamanhos de partícula respeitam os limites preconizados pela 

legislação. Verifica-se aainda pela Erro! Fonte de referência não encontrada. que, 

apesar da faixa de variação dos percentuais (m/m) de umidade e cinzas ter sido 

pequena, o teste de Tukey (p≤0,05) aponta diferenças significativas (p≤0,05) para 

esses parâmetros entre a maioria das frações granulométricas estudadas. Isso é 
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explicado pelo fato de cada faixa de tamanho de partícula apresentar diferentes partes 

da planta conforme mostra a Figura 4. 2. Em outras palavras, constatou-se que a não 

homogeneidade nas diferentes frações do material analisado (folhas de chá) impactou 

significativamente (p≤0,05) nos teores de cinzas e umidade das mesmas. Conforme 

reportou Aquino (2007), altos teores de umidade (superiores a 12%) podem causar a 

contaminação por fungos, a degradação dos compostos ativos presentes na erva, 

além de representar um risco alimentar ao consumidor. Firmino (2011) verificou a 

qualidade de diferentes marcas comerciais de chá verde a granel, a autora reportou 

que os teores de umidade e de cinzas totais variaram de 4,42 a 10,66% (m/m) e de 

5,37 a 9,78% (m/m) respectivamente, esses valores estão muito próximos daqueles 

encontrados nesse trabalho. 

 

4.2 Extração de Polifenóis  

 

4.2.1 Extração Convencional 

 

4.2.1.1 Efeito da granulometria 

 

 A Figura 4. 2 apresenta as amostras moídas e peneiradas juntamente com a 

amostra de chá verde não moído que se refere a amostra comercial não peneirada. 

As mesmas foram utilizadas nas infusões para a seleção da granulometria que 

forneceu a maior concentração de polifenóis (mgEAG L-1). 

 

 

Figura 4. 2 -  Amostras de chá verdes juntamente com suas respectivas faixas de 

tamanho de partículas. 
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A Figura 4.3 apresenta as concentrações de polifenóis totais medida no filtrado 

para o chá não moído e para as faixas de tamanho de partícula obtidas no 

peneiramento. 

 

 

Figura 4.3 - Polifenóis totais em função do tamanho das partículas (extrações 

realizadas a 80ºC, 50 g L-1, 30 min.). Os valores médios indicados por uma letra 

diferente, são significativamente diferentes para o teste de Tukey (p≤0,05). 

 

De acordo com a Figura 4.3 observa-se a influência do tamanho da partícula 

no rendimento da extração de polifenóis totais das folhas de chá verde. Pelos dados 

e aplicando o teste de Tukey (p≤0,05) constata-se que não houve diferença 

significativa para a concentração de polifenóis para a faixa de partículas entre 0,15 e 

0,74 mm. Outrossim, essa faixa permitiu a extração de maior concentração de 

polifenóis, aproximadamente 9000 mgEAG L-1.  Partículas mais finas e menores que 

0,15 mm e partículas maiores na faixa de 0,74-2,83 mm levaram a extração de 

menores concentrações de polifenóis (mgEAG L-1). No caso das partículas menores 

que 0,15 mm isso ocorreu devido a tendência de formação de aglomerados em 

partículas finas, esses diminuíram a superfície de contato entre a água e o chá. Além 

disso, os aglomerados, mesmo sob agitação, se depositaram no fundo do recipiente 

dificultando assim a difusão, dos compostos bioativos da matriz vegetal para o 

solvente. Essas observações vêm ao encontro de conclusões obtidas por outros 

trabalhos presentes na literatura.  Os autores (Spiro e Jago (1982); Gujar et al. (2010); 
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Hu et al. (2016)), por exemplo, notaram que a redução do tamanho da partícula pode 

melhorar a eficiência de extração até que se constate a diminuição do transporte 

difusional através do solvente.  Já no caso de partículas maiores, na faixa de 0,74 a 

2,83 mm, a redução na concentração de polifenóis pode ser explicada pela maior 

presença de partes mais duras das folhas como as nervuras e o pecíolo. Essas partes 

das folhas, conforme mostra a Figura 4. 2, foram mais difíceis de serem trituradas 

durante a moagem e apresentaram menor concentração de polifenóis que em outras 

regiões mais moles da planta como o limbo foliar.  Com efeito, O Faraj et al. (2015) 

observaram que o conteúdo de compostos fenólicos varia para diferentes partes da 

planta Camellia sinensis.  

Para esse trabalho selecionou-se uma mistura de folhas de chá moídas e 

retidas nas peneiras de meshes 35, 48 e 100, ou seja, partículas entre 0,15 e 0,74 

mm. Essa faixa de partículas, além de permitir maior extração de polifenóis totais, 

corresponde a aproximadamente 60,5% da massa total de chá retida durante o 

peneiramento. Isso indica que esse experimento de análise granulométrica do chá 

verde mostrou-se efetivo, tanto em termos de encontrar a melhor faixa de tamanho de 

partículas que garanta a maior extração de polifenóis, quanto em termos de 

aproveitamento de matéria prima.  

No trabalho de Vuong, Golding, et al. (2011), os autores estudaram o efeito do 

tamanho das partículas na extração de tanino do chá verde e observaram que o 

rendimento da extração foi maior e significativamente diferente de um chá não 

processado para a faixa granulométrica entre 0,5 e 1 mm, o que está próximo, em 

termos de tamanho de partícula, do encontrado nesse trabalho. Hu et al. (2016) 

estudaram os mecanismos para a captura eficiente de componentes do chá e 

verificaram que a extração de catequinas totais e cafeína aumentou significativamente 

com a redução do tamanho da partícula, especialmente quando etanol foi usado como 

solvente. Quando os autores utilizaram água como solvente, verificaram que os 

maiores valores para extração de cafeína e catequinas são obtidos para o mesh 100. 

Contudo, se o objetivo for uma baixa extração de cafeína, o mesh 8 é mais adequado. 

Já quando empregaram o mesh 45, obtiveram valores intermediários tanto para 

extração tanto de cafeína quanto para extração de catequinas totais.     
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4.2.1.2 Efeito da razão chá-água 

 

A razão entre as quantidades da matriz vegetal e do solvente pode influenciar 

a eficiência de extração de compostos bioativos (Stamatopoulos et al., 2013, 

Jovanović et al., 2017). Existem diversos trabalhos na literatura que reportam a 

concentração de compostos bioativos em relação razão material-solvente, mas existe 

uma carência de estudos que apresentem as diferenças, em termos práticos e de 

processo, entre expressar a concentração de compostos bioativos em mg g-1 ou em 

mg L-1. A Figura 4. 4 apresenta os perfis de concentração de polifenóis em mgEAG g-1 

e em mgEAG L-1 em função da razão chá-água. Nota-se que os maiores valores de 

concentração de polifenóis em mgEAG g-1e mgEAG L-1 são encontrados em menores e 

em maiores valores de razão chá-água, respectivamente. Quando a concentração é 

expressa em mgEAG g-1, para maiores concentrações de polifenóis tem-se a 

economia de chá, entretanto, nesse caso maiores volumes de solvente são 

requeridos. 

A água é um solvente de relativamente baixo custo; todavia, grandes 

quantidades de solvente requerem maiores volumes de reator. Industrialmente, 

aumentar ou diminuir o tamanho dos equipamentos não é uma solução trivial e 

barata e, ainda, o volume máximo operacional é uma constante normalmente 

definida no projeto da unidade. Além disso, grandes volumes de solvente 

demandam alto custo energético no aquecimento e especialmente na remoção 

desse solvente quando um produto final seco é desejável. Ainda, extratos muito 

diluídos podem reduzir a eficiência de uma eventual etapa posterior de separação, 

por membranas por exemplo, para purificação e concentração de polifenóis. Por 

outro lado, quando a concentração é expressa em mgEAG L-1, tem-se uma redução no 

volume do solvente e consequentemente do reator, porém demanda-se um maior 

gasto de chá para a obtenção de uma maior concentração de polifenóis.  
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Figura 4. 4 Concentração de Polifenóis em mgEAG g-1 e em mgEAG L-1 em função da 

razão chá-água para extrações realizadas a 80ºC por 30 min. 

 

Para esse trabalho, após a análise dos perfis de concentração apresentados 

na Figura 4. 4 e considerando a abordagem feita anteriormente, a razão chá-água 

intermediária de 50 g L-1 equivalente a 20:1 mL g-1 foi escolhida como a melhor 

condição de modo a favorecer tanto a etapa de extração quanto a etapa subsequente 

de purificação e concentração de polifenóis através do processo de separação por 

membranas, visando a um processo sequencial mais eficiente. Resultados 

encontrados na literatura corroboram o obtido nesse trabalho. Vuong, Stathopoulos, 

et al. (2011) concluíram que a razão chá-água de 50 g L-1 foi a melhor para a extração 

de catequinas das folhas de chá verde. Kumar et al. (2012) estudaram quatro 

diferentes razões chá-água (100, 67, 50 e 40 g L-1) e observaram que 50 g L-1 foi a 

melhor razão chá-água para extração de polifenóis do chá verde. 

 

4.2.1.3 Efeito do tempo e temperatura 

 

Examinou-se a influência da temperatura e do tempo na extração de polifenóis 

presentes no chá verde, conforme apresentado na Figura 4. 5. 
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Figura 4. 6 – Perfis de concentração de polifenóis totais em função da temperatura e 

do tempo de infusão para extrações convencionais realizadas a 50 g L-1. 

 

Nota-se pela Figura 4. 6 que a concentração de polifenóis apresenta uma 

tendência de aumento com o tempo até cerca de 60 min para as temperaturas de 

40ºC, 60ºC e 80ºC, enquanto que a 90ºC após 40 min a concentração de polifenóis 

começa a diminuir. Para o experimento realizado a 90ºC por 60 min tem-se uma 

redução de 15,64% na concentração de polifenóis em relação à temperatura de 80ºC. 

Essa redução pode ser explicada pela degradação térmica dos compostos fenólicos 

quando expostos à temperaturas elevadas por tempos prolongados. Vuong, 

Stathopoulos, et al. (2011) concluíram que extrações aquosas com temperaturas 

superiores à 80ºC podem levar à epimerização das catequinas presentes nas folhas 

de chá verde. Ainda por meio da Figura 4. 6 observa-se uma tendência de 

estabilização dos perfis de concentração de polifenóis totais nas temperaturas 

analisadas para tempos superiores a 60 min. Para Sousa et al. (2016) a estabilização 

foi observada a partir de 60 min, já para Kumar et al. (2012) a constância na 

concentração na extração de polifenóis totais do chá verde ocorreu por volta dos 50 

min. Esses resultados estão muito próximos dos encontrados nesse trabalho 

conforme apresentado na Figura 4. 6. Dessa forma, de modo a garantir uma extração 

de polifenóis eficiente com um menor gasto de tempo e energia, para este estudo, a 
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melhor condição para a temperatura de extração foi 80°C para tempos de 60 min. 

Para a razão chá-água de 50 g L-1 utilizada neste trabalho, foi obtida uma 

concentração de polifenóis de 10686 mgAG L-1, representando 21,37% da 

concentração de folhas iniciais. De acordo com Todisco et al. (2002), para o chá verde 

é esperado encontrar uma concentração de compostos fenólicos de 10 a 25% da 

concentração de folhas de chá. Uma comparação da porcentagem de polifenóis 

presentes no extrato de chá verde para diferentes estudos é feita pela Tabela 4. 3. 

Segundo a o valor encontrado nesse trabalho está muito próximo da faixa 

encontrada por Todisco et al. (2002) e por outros trabalhos na literatura como Perva-

Uzunalić et al. (2006) com 19,1%, Angshuman Bharadwaz (2012) com 19,3%, Xia et 

al. (2006) com 22,4%. 
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Tabela 4. 3 - Porcentagem de polifenóis totais após o processo de extração 

convencional para diferentes trabalhos. 

Autor Razão 

água-

chá mL 

g-1 

Temperatura 

de Infusão 

(ºC) 

Tempo 

de 

Infusão 

Concentração 

de Fenólicos 

totais (mg L-1) 

Porcentagem 

de polifenóis 

totais 

(%) 

Neste 

trabalho 

20 80 60 10685 21,37 

Sousa et al. 

(2016) 

10 75 60 6520 6,52 

Kumar et al. 

(2012) 

20 80 100 3750 7,5 

Angshuman 

Bharadwaz 

(2012) 

20 60 - 3860 19,3 

Rao et al. 

(2011) 

100 60 20 1090 10,9 

Perva-

Uzunalić et 

al. (2006) 

 

40 

 

80 

 

120 

 

4780 

 

       19,10 

Xia et al. 

(2006) 

33 85      15 7273   22,04 

 

4.2.2 Extração com uso de sonda ultrassônica  

 

4.2.2.1 Planejamento Experimental 

 

A Tabela 4. 4 apresenta o Planejamento Experimental para identificação da 

significância entre variáveis T=Temperatura (ºC), R = razão chá-água (g L-1) e A = 

Amplitude do ultrassom (%) para as respostas polifenóis totais CP Y1 (mgEAG L-1) e 

flavonóides CF Y2 (mgR L-1). 
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Tabela 4. 4 - Resultados do planejamento composto central (PCC) da extração com 

sonda ultrassônica para polifenóis e flavonóides. 

 

 

 

 

 

 

      

Valores são expressos como média ± desvio padrão. E= Experimento, T = Temperatura (ºC), R = chá-

água (g L-1), A = Amplitude (%), CP = Concentração de Polifenóis (mgEAG L-1), (%), CF = 

Concentração de Flavonóides (mgR L-1) para um tempo de extração de 30 min. 

 

De acordo com a Tabela 4. 4, os maiores valores de concentração de polifenóis 

e flavonoides foram obtidos para a condição 75ºC, 65 g L-1 e amplitude de 70%, 

fornecendo 11938, 87 mgEAG L-1 para polifenóis e 3520,55 mgR L-1 para flavonóides. 

A partir da análise estatística das respostas da matriz do planejamento 

experimental (Tabela 4. 4), foram gerados gráficos de pareto (Figura 4. 7) para 

 

 

E 

Variáveis  Resposta 

X1 X2  X3 Y1 Y2 

T (°C) 

 

R (g L-1) A (%) CP* CF* 

1 -1(30) -1(20) -1(30) 4109,35±26 923,67±16 

2 -1(30) -1(20) 1(70) 4269,61±36 1055,33±28 

3 -1(30) 1(65) -1(30) 8957,02±52 2524,43±19 

4 -1(30) 1(65) 1(70) 9826,96±60 2670,54±10 

5 1(75) -1(20) -1(30) 5803,46±45 1553,39±16 

6 1(75) -1(20) 1(70) 6455,92±34 1603,89±14 

7 1(75) 1(65) -1(30) 11063,20±50 2904,77±23 

8 1(75) 1(65) 1(70) 11938,87±43 3520,55±18 

9 -1,35(22) 0(42,5) 0(50) 6324,28±52 1616,08±11 

10 1,35(83) 0(42,5) 0(50) 10101,68±42 2779,38±19 

11 0(52,5) -1,35(12) 0(50) 3245,13±34 815,01±16 

12 0(52,5) 1,35(73) 0(50) 11566,86±52 3075,43±21 

13 0(52,5) 0(42,5) -1,35(23) 8533,49±62 2522,51±15 

14 0(52,5) 0(42,5) 1,35(77) 9626,65±60 2718,43±22 

15 0 (52,5) 0(42,5) 0(50) 9019,97±43 2638,32±21 

16 0 (52,5) 0(42,5) 0(50) 9014,25±30 2634,84±18 

17 0 (52,5) 0(42,5) 0(50) 9025,70±52 2640,06±17 
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verificar a significância da temperatura, razão chá-água e amplitude e suas interações 

nas respostas concentração de polifenóis (mgEAG L-1) e concentração de flavonóides 

(mgR L-1) com sonda ultrassônica. 

 

 

Figura 4. 7 - Gráficos de pareto para polifenóis para a representação das variáveis 

da extração com sonda ultrassônica, (a) concentração de polifenóis e (b) 

concentração de flavonóides. 

 

Como pode ser observado na Figura 4. 7, o efeito linear da razão chá-água foi 

o que mais influenciou na extração tanto de polifenóis quanto na extração de 

flavonóides e seu efeito foi positivo, seguida da variável temperatura linear com efeito 

positivo. As Equações 1 e 2 apresentam os modelos estatísticos para a resposta de 

concentração de polifenóis totais (Y1) e concentração de flavonoides (Y2) a um nível 

de significância (α) de 95 %. 

 

𝑌1 = 9039,34 + 1132,73𝑋1 − 413,59𝑋1
2 + 2778,97𝑋2 − 854,33𝑋2

2 + 346,21𝑋3       (1) 

𝑅2 = 0,99057 

 

 𝑌2 = 2627,59 + 341,52𝑋1 − 208,54𝑋1
2 + 818,28𝑋2 − 346,46𝑋2

2 + 103,68𝑋3           (2) 

𝑅2 = 0,98473 

 

Os valores dos coeficientes de determinação R2 iguais a 0,99057 e 0,98473 

mostram que tanto o modelo para polifenóis quanto o modelo para flavonoides foram 

significativos para representarem as respostas esperadas. Desta forma, superfícies 



                                                                             Capítulo 4 – Resultados e discussão 

57 
 

de resposta baseadas nos modelos foram geradas para representar os dados 

experimentais da extração de polifenóis (Figura 4. 8) e flavonoides (Figura 4. 9) em 

função das variáveis independentes significativas (temperatura, razão chá-água e 

amplitude). 

 

 

Figura 4. 8 - Superfícies de resposta para extração de polifenóis (mgEAG L-1) : (a) 

temperatura em função da razão chá-água e (b) temperatura em função da 

amplitude 

 

De acordo com a Figura 4. 8, o valor mais adequado para concentração de 

polifenóis foi encontrado na região de razão chá-água no nível +1,35 (73 g L-1), 

temperatura no nível +1,35(83ºC) e amplitude +1,35 (77%). 
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Figura 4. 9 - Superfícies de resposta para extração de flavonóides (mgR L-1) : (a) 

temperatura em função da razão chá-água e (b) temperatura em função da 

amplitude. 

 

Através da Figura 4. 9, verifica-se que o comportamento da superfície de 

resposta para a extração de flavonoides foi similar à de polifenóis, com os melhores 

valores de flavonoides na região de razão chá-água no nível +1,35 (73 g L-1), 

temperatura no nível +1,35 (83ºC) e amplitude no nível +1,35 (77%). 

Como não houve otimização dentro do intervalo experimental recorreu-se à 

desejabilidade estatística, conforme a Figura 4. 10 a) e (b). Nos eixo horizontal e 

vertical têm-se a representação dos parâmetros (temperatura, razão chá-água e 

amplitude) e das respostas respectivamente (polifenóis totais e flavonóides). 
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Figura 4. 10 - Perfis para valores preditos e desejabilidade para: a) polifenóis e b) 

flavonoides.  
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Na Figura 4. 10 a) II) e Figura 4. 10 b) II), na representação qualitativa das 

respostas (eixo vertical), os valores mais desejáveis são 1,000 para polifenóis e 

0,95082 para flavonóides. Em outras palavras, isso indica que quando a curva (em 

verde) encontra-se com a linha tracejada (em vermelho) do valor qualitativamente 

desejável, determina-se a faixa de desejabilidade. Ainda, através das linhas 

tracejadas (em vermelho) que partem do eixo horizontal e encontram-se com a faixa 

de desejabilidade, determina-se a melhores condições de temperatura (X1), razão 

chá-água (X2) e amplitude (X3) para as respostas concentração de polifenóis totais 

(𝑌1) e concentração de flavonoides (𝑌2). De acordo com Figura a) (I), a melhor 

condição para a extração de polifenóis foi 83ºC, 73 g L-1 e amplitude de 77% obtendo 

o valor 12.953 mgEAG L-1. Já através da Figura 4. 10b) (I), a melhor condição para a 

extração de flavonoides foi 71ºC, 67 g L-1 e amplitude de 77% obtendo o valor de 

3387,5 mgR L-1.  

Entretanto, a maior utilidade da desejabilidade estatística nesse trabalho é para 

se encontrar a condição que, conjuntamente, favoreça tanto a extração polifenóis 

quanto a extração de flavonóides. A Figura 4. 11 representa a interseção das faixas 

de desejabilidade da Figura 4. 10. Além disso, são mostrados os melhores valores 

individuais para cada faixa e os melhores valores de temperatura, razão chá-água e 

amplitude para a concentração de polifenóis e flavonóides ao mesmo tempo. A melhor 

condição para extração de polifenóis e flavonoides foi temperatura de 77ºC, razão 

chá-água de 73 g L-1 e amplitude 77%. 
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Figura 4. 11 - Faixas de desejabilidade para polifenóis e flavonóides em função da 

temperatura, razão chá-água e amplitude. 

 

Horžić et al. (2012) estudaram a influência da amplitude da sonda ultrassônica 

na extração de compostos bioativos das folhas de Camélia sinensis, medindo a 

temperatura instantânea, e encontraram que a amplitude de 80% proporcionou o 

maior rendimento da extração de polifenóis. O resultado encontrado pelos autores é 

diferente desse trabalho para o chá verde e pode ser explicado devido ao fato do 

controle temperatura aqui empregado. Como no trabalho de Horžić et al. (2012) o 

aquecimento da solução foi promovido apenas pela sonda ultrassônica, quanto maior 

era amplitude, naturalmente maior era a temperatura. Portanto o fato de os autores 

terem encontrado melhores valores de compostos fenólicos à amplitudes maiores 

pode estar relacionado mais como efeito do aumento da temperatura do que 

diretamente com o efeito da amplitude. Lianfu e Zelong (2008) reportaram a influência 

do ultrassom e do ultrassom em conjunto com micro-ondas para extração de licopeno 

de tomates e no caso do ultrassom encontraram condições ótimas de extração à 86,9 

ºC e 29,1 min.  
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A verificação do comportamento das variáveis temperatura, razão chá-água e 

amplitude através do planejamento experimental foi útil para a compreensão do 

impacto que esses fatores exercem sobre o rendimento da extração quando 

analisados conjuntamente. Como pôde ser notado, o tempo não foi incluído no 

planejamento experimental e, similarmente à extração convencional, perfis da 

concentração em função do tempo e da temperatura foram traçados. Essa estratégia 

baseou-se no fato de que, na extração convencional, a temperatura acima de 80 ºC 

favoreceu o rendimento de polifenóis apenas até 40 min de infusão (Figura 4. 6). 

Nessa perspectiva, a determinação do comportamento cinético da extração de 

polifenóis fez-se importante, conforme apresenta a Figura 4. 12 . 

 

4.2.2 Efeito do tempo e temperatura 

 

O perfil de concentração de polifenóis em função do tempo e da temperatura é 

apresentado na Figura 4. 12. A condição que forneceu o maior valor para extração de 

polifenóis (10.731 mg L-1) a partir de uma razão chá-água de 50 g L-1 foi à 90ºC por 

10 min (Figura 4. 12). Esse resultado confirma aqueles obtidos através dos gráficos 

de pareto do planejamento estatístico (Figura 4. 7), que indicam que a temperatura 

exerce efeito positivo dentro da faixa experimental de 22 a 83 ºC para um tempo de 

extração de até 30 min. Porém, é reportado na literatura que a extração de compostos 

bioativos à temperaturas mais amenas favorecem o chá como bebida, preservando 

características sensoriais importantes como aroma, cor e sabor, além do seu conteúdo 

nutricional (Zhang et al., 1998; Xia et al., 2006). A extração ultrassônica se justifica 

então como uma alternativa eficaz na produção de extratos de melhor qualidade. 
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Figura 4. 12 - Perfis de concentração de polifenóis totais em função da temperatura 

e do tempo para extrações  com sonda ultrassônica realizadas a 50 g L-1 e 70% de 

amplitude. 

 

Ainda de acordo com a Figura 4. 12, a extração com auxílio de sonda 

ultrassônica na condição de 50 g L-1, 60ºC e 20 min, fornecendo 10.508 mgEAG L-1 de 

polifenóis totais, pode, alternativamente, ser empregada em substituição à extração 

convencional na condição de 50 g L-1, 80ºC e 60 min que fornece 10686 mgEAG L-1 de 

polifenóis. A Tabela 4. 5 apresenta a comparação desse trabalho com o de Xia et al. 

(2006). 

Observa-se pela Tabela 4. 5 que à mesma temperatura de 60ºC e com um 

tempo reduzido em 20 min este trabalho apresenta uma concentração de polifenóis 

por litro de chá 28,81% maior que Xia et al. (2006). Além disso, apresenta uma 

percentagem de polifenóis totais muito próxima a encontrada pelos autores. Isso 

mostra a eficácia da sonda ultrassônica na produção de um extrato de chá verde em 

temperaturas mais amenas (aproximadamente 60 ºC) e com bom rendimento de 

polifenóis totais.  
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Tabela 4. 5 - Porcentagem de polifenóis totais após o processo de extração com 

ultrassom para diferentes trabalhos. 

Autor Razão 

água-chá  

(g L-1) 

Temperatura 

de Infusão 

(ºC) 

Tempo de 

Infusão 

(min) 

Concentração 

de polifenóis 

totais 

 (mg L-1) 

Porcentagem 

de polifenóis 

totais 

(%) 

Neste 

trabalho 

50 60 20 10508 21,02 

Xia et al. 

(2006) 

30 60 40 7481 24,93 

 

Apesar da extração com sonda ultrassônica à 60 ºC por 20 min ter se justificado 

e mostrado rendimento semelhante à extração convencional à 80 ºC por 60 min, a 

extração convencional à 80ºC por 60 min foi utilizada nas etapas subsequentes, pois 

se mostrou mais prática operacionalmente, principalmente na produção de maiores 

volumes de extrato (2 L) (scale-up). As características físico-químicas desse extrato 

filtrado (S1), definido na Figura 4. 12, estão compilados na Tabela 4. 6. 

 

Tabela 4. 6- Análise físico-química do extrato (S1) produzido por extração 

convencional a 50 g L-1, 80 ºC por 60 min. 

Amostra Concentração de 

polifenóis 

(mgEAG L-1) 

Concentração de 

sólidos (mg L-1) 

Turbidez 

(NTU) 

ºbrix 

S1 10.686±46 20.644±97 1197±5 2,4±0,1 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão. 

 

Na filtração inicial do extrato em um filtro de nylon para a efetuação das análises 

físico-químicas descritas na Tabela 4. 6, houve uma redução de 12% de polifenóis e 

59% de sólidos. Isso mostra que quase 60% do conteúdo de sólidos suspensos 

presente na infusão foi removido durante esse tratamento preliminar, garantindo um 
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processo sequencial mais eficiente e evitando o rápido decaimento do fluxo no 

processo ulterior de filtração por membranas. Em adição, as concentrações de 

catequinas, cafeína e ácido gálico do extrato filtrado (S1) são apresentadas na Tabela 

4. 7.  

 

Tabela 4. 7 - Concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico (GA) do extrato 

filtrado (S1) à 50 g L-1, 80 ºC por 60 min. 

Amostra EGCG 

(mg L-1) 

EC 

(mg L-1) 

C 

(mg L-1) 

EGC 

(mg L-1) 

GA 

(mg L-1) 

Cafeína 

(mg L-1) 

        S1 1615±5 639±4 106±1 1403±9 75±0 1035±1 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão. 

 

Conforme a Tabela 4. 7 o extrato de chá verde obtido é composto 

majoritariamente das catequinas, EGCG e EGC, isso está de acordo com estudos 

prévios como o de Torschi et al. (2000).  Torschi et al. (2000) observaram ainda que 

a alta concentração de EGCG e EGC proporciona ao chá verde grande capacidade 

antioxidante. Ademais, a concentração das catequinas (EGCG, EC), de ácido gálico 

e cafeína em mg g-1 desse trabalho estão em concordância com o obtido também em 

extração aquosa pelos autores Hu et al. (2016) e Sousa et al. (2016). 

 

4.3 Pré-tratamentos macroscópicos 

 

4.3.1 Centrifugação (T1) 

 

A Tabela 4. 8 mostra a concentração de polifenóis totais e sólidos do extrato 

centrifugado (S2) em relação ao extrato. Durante a centrifugação (S2) observou-se 

uma redução de aproximadamente 8,6% de polifenóis, 6,5% de sólidos totais, 2,82% 

dos sólidos solúveis e 90,97% para a turbidez. O tratamento é importante para 

remover parte dos sólidos em suspensão e evitar o rápido decaimento do fluxo durante 

o processo sequencial de filtração por membranas.  
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Tabela 4. 8 - Análise físico-química do extrato centrifugado (S2) em comparação 

com o extrato inicial (S1) 

Amostra Concentração 

de polifenóis 

(mgEAG L-1) 

Concentração 

de sólidos 

 (mg L-1) 

Turbidez 

(NTU) 

ºbrix 

S1 10.686±46a 20.644±97a 1197±5a 2,4±0,1a 

S2 9771±48b 19.306±106b 108±8b 2,3±0,1a 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para o teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05. 

 

No trabalho de Sousa (2016), a clarificação do extrato de chá verde por 

centrifugação foi analisada. A autora empregou as mesmas condições de tempo (20 

min) e rotação (8000 rpm) mas com uma concentração inicial de sólidos totais 

(61.080mg L-1) quase três vezes superior à desse trabalho (20.644mg L-1) e observou 

uma redução de 4,43% de polifenóis e 3,4% de sólidos em suspensão, valores não 

muito discrepantes dos encontrados nesse trabalho. Ademais, foram verificadas as 

concentrações de catequinas, cafeína e ácido gálico do extrato centrifugado (S2) 

conforme mostra a Tabela 4. 9.  

 

Tabela 4. 9 - Concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico (GA) do extrato 

centrifugado (S2) em comparação com o extrato inicial (S1) 

Amostra EGCG 

(mg L-1) 

EC 

(mg L-1) 

C 

(mg L-1) 

EGC 

(mg L-1) 

GA 

(mg L-1) 

Cafeína 

(mg L-1) 

S1 1615±5a 639±4a 106±1a 1403±9a 75±0a 1035±1a 

S2 1500±18b 625±1b 101±2b 1332±10b 72±1b 981±8b 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para o teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05 

 

A partir da verificação dos resultados da Tabela 4. 9 em relação ao extrato 

inicial S1, constata-se que após a centrifugação as concentrações reduziram 7,12 % 

para EGCG, 2,19% para EC, 4,71% para C, 5,10% para EGC, 4% para ácido gálico e 

5,22% para cafeína. 
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4.3.2 Adição de quitosana seguida de centrifugação (T2) 

 

A Figura 4. 13 apresenta as características físico–químicas obtidas nos 

sobrenadantes dos processos de clarificação com quitosana em diferentes 

concentrações (150 rpm, 20 min) seguida de centrifugação (8000 rpm, 20 min). O 

experimento conduzido sem a adição de quitosana (0 mg L-1) apresenta apenas o 

efeito da centrifugação na clarificação do extração do extrato de chá verde.  

Verifica-se que para todas as concentrações de quitosana houve redução nos 

parâmetros examinados em relação aos valores iniciais para concentração de sólidos 

totais (19.306 mgEAG L-1), concentração de polifenóis (9771 mgEAG L-1), concentração 

de sólidos solúveis (2,4 ºbrix) e turbidez (1197 NTU) que variaram de 5,98 a 15,51%, 

de 8,56 a 23,36%, de 2,82 a 12,68% e 90,27 a 94,88%, respectivamente. O percentual 

de redução de sólidos solúveis (°brix) cresce na faixa de concentração de quitosana 

de 0 a 500 mg L-1 e então reduz-se para concentrações superiores, além disso o 

percentual de redução da turbidez apresenta comportamento semelhante de 

crescimento na faixa de concentração de quitosana de 0 a 500 mg L-1 e então diminui 

para concentrações superiores. Esse aumento da turbidez, visualmente identificado 

na Figura 4. 13, para concentrações superiores a 500 mg L-1 de quitosana, pode ser 

explicado pelo fato da quitosana em excesso, que não coagulou com os sólidos do 

extrato de chá, ter ficado solubilizada no sobrenadante. Ademais, os experimentos 

que empregam de 0 a 100 mg L-1 de quitosana apresentam percentuais de remoção 

de sólidos totais próximos variando de 5,98 a 8,51%, esse comportamento se deu 

devido as concentrações de quitosana serem incapazes de produzir efeitos de 

coagulação significativos frente ao efeito majoritário da centrifugação, outrossim, a 

adição de quitosana aumenta inicialmente o volume de sólidos do sistema e caso o 

mecanismo de adsorção/coagulação não seja efetivo o suficiente, frações dos sólidos 

presentes no adsorvente permanecem dispersos no sobrenadante. 
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Figura 4. 13 - Características físico-químicas do sobrenadante após testes com 

quitosana (150 rpm, 20 min ) seguido de centrifugação (8000 rpm, 20 min). 

 

Para esse trabalho, a concentração de quitosana de 500 mg L-1 foi a melhor 

condição para remoção de sólidos totais (15,51%), sólidos solúveis (12,68%) e 

turbidez (94,88%), entretanto, para concentrações de quitosana iguais ou superior es 

a 500 mg L-1 o percentual de redução de polifenóis aumenta, indesejavelmente, e 

ultrapassa os 18%.  

Rao et al. (2011) investigaram o uso de quitosana e adsorventes na clarificação 

do extrato de chá verde e verificaram afinidade da quitosana por compostos fenólicos 

e redução similar na concentração de polifenóis da obtida nesse trabalho. Sousa 

(2016) analisou o uso de quitosana na clarificação do chá verde nas concentrações 

de 20 a 100 mg L-1e constatou redução de sólidos totais e de polifenóis de 17,70 a 

56,22% e de 5,02 a 62,7. Esse maior percentual de remoção de sólidos totais e 

polifenóis de Sousa (2016) se deve porque o extrato inicial da autora tinha uma 

concentração de sólidos totais (61.080 mg L-1) aproximadamente 66% maior que deste 

estudo (20.644 mg L-1). Além disso, diferentemente desse trabalho que utilizou 

centrifugação com etapa posterior ao pré-tratamento com adsorvente, Sousa (2016) 

utilizou um tempo de decantação de 2 horas que pode ter sido um fator determinante 

na clarificação de um extrato com relativa carga de sólidos em suspensão. 
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4.3.3 Adição de sementes de moringa seguida de centrifugação (T3) 

 

A Figura 4. 14 apresenta as características físico–químicas obtidas nos 

sobrenadantes dos processos de clarificação com sementes de Moringa oleífera 

(SMO) em diferentes concentrações (150 rpm, 20 min) seguido de centrifugação (8000 

rpm, 20 min). O experimento executado sem a adição de sementes de Moringa 

oleífera (SMO) (0 mg L-1) apresenta apenas o efeito da centrifugação na clarificação 

do extração do extrato de chá verde. 

Através da Figura 4. 14, observa-se que houve redução nos parâmetros 

examinados na faixa de concentração de SMO de 0 a 10.000 mg L-1, em relação aos 

valores iniciais para concentração de sólidos totais (19.306 mg L-1), concentração de 

polifenóis (9771 mgEAG L-1) e concentração de sólidos solúveis (2,4 ºbrix) que variaram 

de 5,98 a 15,99%, de 9,29 a 19,76%, de 3 a 14,93% e de 2,99 a 14,93%. A turbidez 

variou de 90,25 a 95,88% a partir do seu valor inicial 1197 NTU e apesar da crescente 

redução de 0 a 8000 mg L-1 de SMO, verifica-se aumento da turbidez para 

concentração maior que 8000 mg L-1, isso indica que frações de sementes de Moringa 

oleífera em excesso que não coagularam/decantaram ficaram dispersas no 

sobrenadante provocando o aumento da turbidez. O mecanismo predominante de 

coagulação das SMO é a adsorção juntamente com a neutralização das cargas 

coloidais.  

A Moringa é composta por cadeias de baixo peso molecular e alta densidade 

de carga. As proteínas presente nas sementes carregadas positivamente se ligam à 

superfície das partículas carregadas negativamente levando a formação dos flocos. 
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Figura 4. 14 - Características físico-químicas do sobrenadante após testes com 

sementes de Moringa oleífera (SMO) (150 rpm, 20 min) seguido de centrifugação 

(8000 rpm, 20 min). 

 

Gassenschmidt et al. (1995). No trabalho de Bhatia et al. (2007) os autores 

utilizaram sementes de moringa desengorduras (6000 mg L-1) para pré-tratamento do 

óleo de palma e obtiveram, após um período de decantação de 90 min, um percentual 

de remoção dos sólidos suspensos de 95%, corroborando com o resultado obtido por 

esse trabalho. A moringa se mostra como um agente coagulante natural promissor e 

de baixo custo para o tratamento de bebidas. Conforme as análises, foi observado 

aumento da redução de sólidos suspensos com a adição de quitosana e sementes 

Moringa oleífera (SMO) em concentrações elevadas adicionalmente à centrifugação. 

Contudo, devido aos efeitos indesejados da redução de polifenóis com o uso dos 

adsorventes, apenas a centrifugação (S2) foi escolhida na etapa de pré-tratamento do 

chá verde.  
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4.4 Filtração por membranas 

 

4.4.1 Microfiltração  

 

As características físico-químicas do extrato de chá verde centrifugado (S2) 

utilizado nos processos de microfiltração são aqueles já expostos na Tabela 4. 8. 

Utilizando o extrato S2 como alimentação fez-se então as microfiltrações a 0,8 bar 

com fator de concentração igual 1,5 para tempos de 150, 140 e 180 min para S3 

(membrana plana), S4 (fibra oca sem revestimento) e S5 (fibra oca com revestimento), 

respectivamente. Operou-se em sistema cross-flow com velocidade de cross-flow (vcf) 

igual a 5 cm s-1 conforme a Figura B. 1 no Anexo B. A Tabela 4. 10 apresenta as 

características físico-químicas dos permeados (S3) e (S4) obtidos. 

De acordo com a Tabela 4. 10, os permeados da membrana comercial de 0,22 

µm (S3) e da membrana de fibra oca de alumina (S4) apresentam uma retenção de 

polifenóis de 4,78 e 2,23 %, de sólidos de 1,93 e 4,26%, de turbidez de 87,67 e 89,91% 

e de ºbrix 5 e 4,76%, respectivamente. Domingues et al. (2014) microfiltraram através 

de membranas de fibra oca de poliéteramida suco de maracujá previamente tratado 

com quitosana e obtiveram um percentual de redução da turbidez de 95%, 

porcentagem semelhante ao encontrado desse trabalho. Kawakatsu et al. (2002) 

analisaram a clarificação do chá verde por micro e ultrafiltração e não observaram 

diferenças significativas nos valores de °brix após o processo de microfiltração, o que 

está de acordo com o encontrado nesse trabalho. Sousa et al. (2016) estudaram a 

purificação de polifenóis do chá verde por MF e UF e na MF obtiveram para membrana 

comercial plana de 0.22 µm uma redução de 30,5% de polifenóis, 20% de sólidos e 

95,41% de turbidez. Essa maior remoção de sólidos e polifenóis obtida por Sousa et 

al. (2016) pode ser atribuída à maior concentração de sólidos (61.080 mgEAG L-1) no 

extrato de alimentação da microfiltração das autoras em comparação com esse 

trabalho (19.306 mgEAG L-1). Chandini et al. (2012) e Sousa et al. (2016) observaram 

maior redução de sólidos e polifenóis para membranas de menor tamanho de poro. 

Como a fibra oca sem revestimento, por ter menor permeabilidade de água, pode 

apresentar menor tamanho de poro que a membrana plana. Entretanto, o fato da 

membrana de fibra oca de alumina reter mais sólidos e menos polifenóis que a 
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membrana plana comercial de 0,22 µm pode ser explicada pelas características 

assimétricas da fibra oca.  

 

Tabela 4. 10 - Características físico–químicas dos permeados dos processos de 

microfiltração do chá verde pela membrana plana de 0,22 µm (S3) e pela fibra oca 

de alumina (S4) em comparação com o extrato centrifugado alimentado (S2). 

Amostra Concentração de 

polifenóis 

(mgEAG L-1) 

Concentração de 

sólidos (mg L-1) 

Turbidez 

(NTU) 

ºbrix 

     S2 

     S3 

9771±48a 

9304±45b 

19.306±106a 

18.933±104b 

108±8a 

13±1b 

2,3±0,1a 

 2,2±0,1a 

S4 9553±47c 18.126±99c    11±1b 2,2±0,1a 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para o teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05. 

 

 

A concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico nos permeados dos 

processos de microfiltração pela membrana comercial de 0,22 µm (S3) e pela 

membrana de fibra oca de alumina (S4) estão representados na Tabela 4. 11. 

A partir da análise dos dados da Tabela 4. 11, em relação ao extrato 

centrifugado inicial S2, observa-se que após a microfiltração a concentração de ácido 

gálico do permeado S3 reduziu 5,6%, mas do permeado S4 permaneceu inalterada. 

Todas as concentrações dos demais compostos dos permeados S3 e S4 diminuíram 

em relação ao centrifugado inicial S2. 

As concentrações de EGCG, EC, C, EGC e cafeína reduziram 11,33% e 4,9%, 

6,4% e 3,04%, 4,95% e 1,98%, 5,2% e 1,94%, respectivamente, para as filtrações 

com a membrana comercial e com a membrana de fibra oca sem revestimento. Dessa 

maneira, o permeado S4 através da membrana de fibra oca de alumina apresentou a 

menor redução dos compostos bioativos analisados individualmente. 
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Tabela 4. 11 - Concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico (GA) nos 

permeados dos processos de microfiltração pela membrana plana de 0,22 (S3) e 

pela fibra oca de alumina sem revestimento (S4) em comparação com o extrato 

centrifugado (S2). 

Amostra EGCG 

(mg L-1) 

EC 

(mg L-1) 

C 

(mg L-1) 

EGC 

(mg L-1) 

GA 

(mg L-1) 

Cafeína 

(mg L-1) 

S2 1500±18a 625±1a 101±2a 1332±10a 72±1a 981±8a 

S3 1330±9b 585±3b 96±2b 1269±19b 68±3b 930±4b 

S4 1427±12c 606±5c 99±2b 1308±5c 72±0,4a 962±3c 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05. 

 

O permeado da membrana de fibra oca (S4) está mais límpido conforme os 

resultados supracitados na Tabela 4. 10 e na Tabela 4. 11. Assim, a membrana de 

fibra oca apresenta características mais favoráveis à microfiltração do que a 

membrana comercial plana de 0,22 µm. Nesse sentido, S4 foi escolhido para ser 

utilizado como alimentação da ultrafiltração, pois forneceu menor redução na 

concentração de polifenóis (2,23%) e dos compostos individuais, maior valor de fluxo 

estabilizado (19,37 L h-1m-2) e reduziu 4,26% dos sólidos presentes no extrato, 

enquanto o fluxo estabilizado das membranas plana de 0,22 μm foi de 14,63 L h-1m-2. 

O comportamento de fluxo pelas membranas será apresentado no item 4.6.1. Além 

disso, o cartucho composto de membranas de fibra oca de alumina pode ser 

reutilizado após limpeza sem o risco de rasgarem como frequentemente ocorre com 

as membranas comerciais de acetato de celulose durante a abertura do módulo. Isso 

mostra que a membrana de fibra oca de poros assimétricos de alumina é uma 

membrana promissora para a clarificação do chá verde. 

 

4.4.2 Filtração sequencial 

 

As características físico-químicas do extrato de chá verde microfiltrado através 

da fibra oca (S4) utilizado no processo de filtração sequencial através da fibra-oca 

com revestimento (S5) estão expostas na Tabela 4. 12. Utilizando, pois, o extrato S4 

como alimentação fez-se então a ultrafiltração a 1,5 bar, durante 180 min com fator 
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de concentração igual 1,5. Para tal, operou-se em sistema cross-flow com velocidade 

de cross-flow (vcf) igual a 4,79 cm s-1 para a filtração através da fibra oca com 

revestimento polimérico (S5), esse valor foi calculado através da Figura B. 2 do Anexo 

B.  

A Tabela 4. 12 apresenta as características físico-químicas dos permeado (S5) 

obtido em comparação com a alimentação (S4). De acordo com a Tabela 4. 12 o 

permeado da fibra oca com revestimento (S5) apresenta em relação à alimentação 

(permeado da fibra oca sem revestimento S4), uma retenção de aproximadamente 

9,17 % de polifenóis, de 12,89% de sólidos, de 80,65 % de turbidez e 16,92 % de ºbrix. 

 

Tabela 4. 12 - Características físico–químicas do permeado do processo de filtração 

pela fibra oca com revestimento (S5) em comparação com a fibra oca sem 

revestimento polimérico (S4). 

Amostra Concentração 

de polifenóis 

(mgEAG L-1) 

Concentração de 

sólidos (mg L-1) 

Turbidez 

(NTU) 

ºbrix 

S4 9547±69a 18.100±87a 11±1a   2,2±0,1a 

S5 8671±52b 15.767±92b 2,4±0b  1,8±0,0b 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05. 

 

A concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico no permeado do processo 

de filtração sequencial através da comercial fibra oca de alumina com revestimento 

polimérico (S5) está representado na Tabela 4. 13.  
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Tabela 4. 13 - Concentração de catequinas, cafeína e ácido gálico (GA) no 

permeado do processo de filtração pela fibra oca com revestimento (S5) em 

comparação com a fibra oca sem revestimento polimérico (S4). 

Amostra EGCG 

(mg L-1) 

EC 

(mg L-1) 

C 

(mg L-1) 

EGC 

(mg L-1) 

GA 

(mg L-1) 

Cafeína 

(mg L-1) 

S4  1431±5a 608±6a 98±1a 1312±22a 71±1a 960±6a 

S5 1238±15b 532±2b 87±3a 1180±17b 62±4b 819±9b 

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, são significativamente 

diferentes para teste de Tukey com nível de significância igual a 0,05. 

 

De acordo com a Tabela 4. 13 observa-se que houve redução de todos os 

compostos individuais após a filtração sequencial através da fibra oca com 

revestimento polimérico. Nesse sentido, as reduções para as catequinas EGCG, EC, 

C, EGC e para o ácido gálico e a cafeína foram 13,51%, 12,39%, 11,35%, 10,09%, 

12,42% e 14,62% respectivamente.  

 

4.5 Análises dos mecanismos responsáveis pelo decaimento do fluxo dos 

processos de filtração por membranas 

 

O comportamento do fluxo em função do tempo para a filtração do chá verde 

foi estudada. Ademais, foi possível calcular as resistências de cada membrana e quais 

mecanismos de fouling foram responsáveis pelo decaimento do fluxo. Os valores das 

permeabilidades das membranas empregadas nesse trabalho são apresentados na 

Tabela 4. 14. Os gráficos que foram utilizados para a determinação desses dados 

juntamente com seus respectivos valores de coeficiente de determinação podem ser 

consultados nas Figuras B1, B2, B3 e B4 no Anexo B. Verifica-se que a 

permeabilidade hidráulica da membrana comercial plana de 0,22 µm (19,08 L h-1 m-2 

kPa-1) é aproximadamente 2,1 vezes maior que da fibra oca sem revestimento (9,21 

L h-1 m-2 kPa-1). A adição da camada polimérica diminuiu a permeabilidade hidráulica 

da fibra oca de 9,21 L h-1 m-2 kPa-1 para 1,08 L h-1 m-2 kPa-1. 
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Tabela 4. 14 - Permeabilidade hidráulica das membranas. 

Membrana Porosidade 

(µm) 

Material Fabricante Permeabilidade 

L h-1 m-2 kPa-1 

Plana 0,22 Acetato de 

Celulose 

Millipore™ 19,08 

Fibra oca 

sem 

revestimento 

- Al2O3 Grupo de 

pesquisa 

FEQUI-UFU 

9,21 

Fibra oca 

sem 

revestimento 

(Reuso) 

- Al2O3 Grupo de 

pesquisa 

FEQUI-UFU 

8,69 

Fibra oca 

com 

revestimento 

- PES/Al2O3 Grupo de 

pesquisa 

FEQUI-UFU 

1,08 

Fibra oca 

com 

revestimento 

(Reuso) 

- PES/Al2O3 Grupo de 

pesquisa 

FEQUI-UFU 

1,00 

 

 Ainda conforme a Tabela 4. 14, a permeabilidade hidráulica das fibra ocas de 

Al2O3 e PES/Al2O3 após o processo de limpeza (reuso) foram 8,69 L h-1 m-2 kPa-1 e 

1,00 L h-1 m-2 kPa-1, respectivamente. Ademais houve um percentual de recuperação 

de aproximadamente 94% para o reuso da fibra oca de Al2O3 e de 93% para o reuso 

da fibra oca PES/Al2O3. Esse percentual de recuperação acima de 90% após indica 

que o cartucho produzido no laboratório pode ser reutilizado com boa confiabilidade.  

 

4.5.1 Comportamento do fluxo em função do tempo de operação 

 

O comportamento do fluxo para o processo de filtração do chá verde está 

exposto na Figura 4. 15. 
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Pode-se observar que o decaimento do fluxo através fibra oca é inicialmente 

mais rápido do que da membrana plana de 0,22 µm e estabiliza-se após 25 min de 

microfiltração, tendo um fluxo estabilizado de 19,37 L h-1 m-2. Já o decaimento do fluxo 

através da membrana plana de 0,22 µm é mais suave e estabiliza-se apenas após 

110 min de microfiltração, tendo um fluxo estabilizado de 14,63 L h-1 m-2. Sousa et al. 

(2016) avaliaram a microfiltração do chá verde e obtiveram fluxos estabilizados de 10, 

27, 7,44 e 4,01 L h-1 m-2 para as membranas de 0,8, 0,3 e 0,22 µm respectivamente. 

De Oliveira et al. (2012) microfiltraram o suco de maracujá utilizando membranas de 

fibra oca de poliamida de porosidade 0,3 µm, os autores obtiveram um fluxo 

estabilizado de 19,15 L h-1 m-2 para a filtração do suco pré-tratado com enzimas e 

centrifugação. Na clarificação do extrato de chá verde, os autores Kawakatsu et al. 

(1995) obtiveram um fluxo estabilizado de 18 L h-1 m-2 para a membrana plana de 

triacetato de celulose de porosidade 0,22 µm. 

A Figura 4. 16 mostra o comportamento do fluxo para o processo de filtração 

sequencial do chá verde através da fibra oca com revestimento polimérico. Pela Figura 

4. 16 nota-se que o decaimento do fluxo através fibra oca com revestimento é 

inicialmente mais rápido nos primeiros 20 min de filtração e estabiliza-se após 100 min 

de filtração, tendo um fluxo estabilizado de 3,51 L h-1 m-2 
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Figura 4. 15 - Perfil do fluxo do chá verde em função do tempo para as filtrações do 

chá verde com emprego da membrana plana de 0,22 µm e da fibra oca sem 

revestimento polimérico.  

 

 

Figura 4. 16 - Perfil do fluxo do chá verde em função do tempo para a filtração com 

emprego da fibra oca com revestimento polimérico (S5). 

 

4.5.2 Cálculo das resistências 

 

O cálculo das resistências foi feito para os processos de filtração do chá verde. 

Os resultados obtidos para os experimentos estão expostos na Tabela 4. 15. A Tabela 

4. 15 mostra o cálculo das resistências (RM) para a membrana plana de 0,22 µm 

(0,02x1013 m-1), para a fibra oca sem revestimento (0,05 1013 m-1) e para fibra oca com 

revestimento (0,37 1013 m-1). A resistência devido ao bloqueio dos poros (RP) e à 

formação de torta (RC) em relação à resistência total correspondem aproximadamente 

a 62,50% e 37,50% para membrana plana de 0,22 µm, 38,62% e 60,61% para a fibra 

oca sem revestimento e 60,15% e 36,84%para a fibra oca com revestimento 

respectivamente.  
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Tabela 4. 15 - Resistências da membrana para filtração do chá verde (resistência 

hidráulica da membrana (RM), resistência ao bloqueio dos poros (RP), resistência à 

formação de torta (RC) e resistência total (RT)). 

                                    Resistência 1013 m-1 

Experimento RM RP RC RT 

Membrana plana 

de 0,22 µm (S3) 

0,02 0,70 0,40 1,12 

Fibra oca sem 

revestimento (S4) 

0,05 1,77 2,80 4,62 

Fibra oca com 

revestimento (S5) 

0,37 7,38 4,52 12,27 

 

 

Ushikubo et al. (2007) avaliaram o decaimento do fluxo para microfiltração do 

suco de Umbu e observaram, para a membrana de polipropileno de 0,20 µm, que a 

resistência devido ao bloqueio dos poros (RP) foi maior que a resistência devido a 

formação da torta (RC). Isso corrobora o encontrado nesse trabalho para o processo 

de microfiltração do chá verde. Domingues et al. (2014) reportaram que o mecanismo 

predominante de fouling varia de acordo com a concentração da alimentação.  

 

4.5.3 Estimativa do mecanismo responsável pelo fouling das membranas 

 

Os parâmetros e as curvas calculados para a microfiltração foram obtidos de 

acordo com o modelo propostos por Field et al. (1995). Os valores de n foram 

determinados para representar cada mecanismo ou modelo de fouling predominante. 

No modelo n = 0 para a formação de torta, considera-se o efeito de partículas maiores 

que o tamanho dos poros e o fato de que essas partículas se aglomeram na superfície 

da membrana formando uma torta filtrante, constituindo uma resistência adicional ao 

processo. No modelo n = 1 para o bloqueio intermediário dos poros, as partículas são 

próximas do tamanho dos poros e tendem a se agrupar em regiões específicas do 

poro, sem o fechar completamente. No modelo n = 1,5 para bloqueio interno dos 

poros, considera que o tamanho de partícula é menor do que a abertura dos poros e 
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que as partículas tendem a ser mantidas dentro dos poros devido à adsorção nas 

paredes dos poros ou por deposição nas cavidades internas. Uma vez que o bloqueio 

ocorre internamente, a redução na abertura do poro por bloqueio torna-se 

independente das condições do fluxo, ou seja, o fluxo decai para um valor nulo. Já no 

modelo n = 2 para o bloqueio completo dos poros, as partículas são maiores do que 

a abertura dos poros, uma parte da superfície da membrana coberta pelas partículas 

é selada e a permeação é evitada por uma redução na área superficial.  

A Tabela 4. 16 apresenta os valores de desvio da raiz quadrada média (RMSD) 

entre os dados de fluxo experimentais e calculados para cada mecanismo de fouling, 

encontrando-se assim os melhores valores de “n” que melhor se ajustam aos dados 

experimentais. Esses resultados indicam através do parâmetro RDSM o mecanismo 

de fouling predominante nos processos de filtração do chá verde. O mecanismo 

fouling predominante através da membrana plana 0,22 µm (S3) foi bloqueio interno 

dos poros (n=1,5) com valor de RMSD igual a 1,629. Entretanto, a formação de torta 

(n=0) exerceu importante impacto no decaimento do fluxo em (S3), com valor de 

RMSD igual a 0,385. O mecanismo de fouling mandatório na microfiltração através da 

fibra oca (S4) foi bloqueio intermediário dos poros (n=1) com valor de RMSD igual a 

1,271. Contudo, a formação de torta (n=0) também teve importante papel no 

decaimento do fluxo através da fibra oca (S4) com valor de RMSD igual a 1,527.  Já 

na filtração pela fibra oca com revestimento polimérico (S5) o único mecanismo de 

fouling prevalecente foi o bloqueio intermediário dos poros (n=1) com valor de RMSD 

de 0,580. 
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Tabela 4. 16 - Desvio da raiz quadrada média (RMSD) entre os dados de fluxo 

experimentais e calculados para cada mecanismo de fouling para filtração do chá 

verde. 

 Mecanismo de fouling 

Experimento Parâmetro Formação de 

torta (n=0) 

Bloqueio 

intermediário 

dos poros 

(n=1) 

Bloqueio 

interno dos 

poros(n=1,5) 

Bloqueio 

completo 

dos 

poros(n=2) 

Plana 0,22 µm 

(S3) 

RMSD 

 

4,464 

 

1,789 

 

1,629 

 

2,861 

 

Fibra oca sem 

revestimento 

(S4) 

RMSD 

 

0,385 1,510 2,334       3,194 

Fibra oca com 

revestimento 

(S5) 

  RMSD 1,776 

 

0,580 

 

1,250 

 

2,019 

 

 

A Figura 4. 17 apresenta graficamente o ajuste dos modelos aos dados 

experimentais para microfiltração do extrato de chá verde centrifugado (S2) com as 

membranas plana de 0,22 µm e fibra oca. Confirma-se graficamente, pela Figura 4. 

17, os resultados obtidos pela Tabela 4. 16. A priori, observa-se que todos os 

mecanismos de fouling contribuíram para o decaimento do fluxo durante os primeiros 

15 min de microfiltração tanto para S3 quanto para S4. Para a membrana plana 0,22 

µm (S3) o fluxo em estado estacionário foi melhor descrito conjuntamente pelos 3 

modelos de bloqueio de poros (n=1, 1,5 e 2). Já para fibra oca o fluxo em estado 

estacionário foi melhor descrito conjuntamente por todos os modelos de fouling (n= 0, 

1, 1,5 e 2). 
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a) 

 

b) 

Figura 4. 17 - Fluxo experimental e calculado para a filtração do extrato de chá verde 

para as membranas: a) Plana 0,22µm (S3), b) Fibra oca de alumina  (Al2O3) (S4). 
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A Figura 4. 18 apresenta o fluxo apresenta graficamente o ajuste dos modelos 

aos dados experimentais para a filtração sequencial através da fibra oca de alumina 

com revestimento polimérico (S5). 

 

 

Figura 4. 18 - Fluxo experimental e calculado para a filtração do extrato de chá verde 

para as membrana fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/Al2O3) 

(S5). 

 

A Figura 4. 18 corrobora graficamente os resultados obtidos através da Tabela 

4. 16. Inicialmente, observa-se que todos os mecanismos de fouling contribuíram pelo 

decaimento do fluxo nos primeiros 15 min de filtração. Para a fibra oca com 

revestimento (S5), o fluxo em estado estacionário foi melhor descrito conjuntamente 

pelos 3 modelos de bloqueio de poros (n=1, 1,5 e 2). Entretanto, observa-se que o 

modelo de formação de torta (n=0) foi intermediariamente responsável pelo 

decaimento do fluxo por volta dos 70 min de filtração. Gerke et al. (2017) estudaram 

a clarificação do extrato de erva mate (Ilex paraguariensis) por micro e ultrafiltração. 

No caso da microfiltração através de membranas de fibra oca de poliéteramida de 

tamanho de poro 0,44 µm, os autores observaram que o mecanismo de fouling 

principal era o de formação da torta (n=0). Sousa et al. (2016) analisaram o 

decaimento do fluxo na microfiltração do extrato de chá verde e observaram que o 
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fluxo no estado estacionário através das membranas de 0,22 e 0,8 µm foi melhor 

ajustado pelo modelo de bloqueio interno dos poros (n=1,5), já através da membrana 

de 0,3 µm o fluxo no estado estacionário foi melhor descrito conjuntamente pelos 

modelos de bloqueio intermediários dos poros e bloqueio interno dos poros (n=1 e 

1,5). Argyle e Bird (2015) notaram que o modelo de formação de torta (n=0) foi o 

mecanismo de fouling que melhor descreveu o processo de clarificação do chá preto 

(Camellia sinensis) usando um sistema de microfiltração com uma membrana de 

polissulfona (tamanho de poro variando entre 0,5 e 1,55 μm). Argyle e Bird (2015) 

reportaram ainda que o mecanismo predominante de fouling na microfiltração do chá 

preto é dependente da concentração do extrato alimentado. Domingues et al. (2014) 

compararam diferentes pré-tratamentos na microfiltração do suco de maracujá. Os 

autores observaram que a amostra do pré-tratamento que removeu maior conteúdo 

de sólidos, durante a microfiltração, foi melhor representada pelo modelo de bloqueio 

interno dos poros (n=1,5) enquanto amostras de todos os outros pré-tratamentos 

foram melhor ajustadas pelo modelo de formação de torta (n=0). 

 

4.5.4 Fotomicrografias de MEV e EDS das membrana 

 

A Figura 4. 19 apresenta a análise estrutural da membrana plana de 0,22 µm 

a) e b) seção transversal antes e depois da filtração de chá e c) e d) da seção plana 

antes e depois da filtração de chá respectivamente. Através da Figura 4. 19 b), 

empregando aumentos de 400 vezes, observa-se o bloqueio interno dos poros pelas 

partículas presentes no chá. Essa figura ilustra o comportamento supracitado na 

Tabela 4. 16 e na Figura 4. 17, que indicou bloqueio interno dos poros (n=1,5) como 

mecanismo predominantemente responsável pelo decaimento do fluxo através da 

membrana comercial plana de 0,22 µm. Já pela Figura 4. 19 d), com aumentos de 

1500 vezes, nota-se visualmente que apesar de ter havido bloqueio dos poros não 

houve formação de torta filtrante uma vez que existem espaços não preenchidos na 

estrutura. A Figura 4. 20 mostra a análise estrutural da fibra de alumina sem 

revestimento polimérico a) e b) seção transversal antes e depois da filtração de chá e 

c) e d) seção plana antes e depois da filtração de chá respectivamente. 
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Figura 4. 19 – Fotomicrografias de MEV da membrana plana de 0,22 µm a) e b) 

seção transversal antes e depois da filtração de chá com aumentos de 400 vezes e 

c) e d) seção plana antes e depois da filtração de chá com aumentos de 1500 vezes 

respectivamente. 

 

Na Figura 4. 20 b) observa-se visualmente a preponderância do mecanismo de 

formação de torta (n=0) na superfície da membrana. Ademais, pela Figura 4. 20 d) 

nota-se, com aumentos de 1500 vezes, que a camada de torta preencheu toda a 

superfície da fibra oca sem revestimento. Essas constatações ratificam os resultados 

prévios interpretados a partir da Figura 4. 17 e da Tabela 4. 16. 
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Figura 4. 20 - Fotomicrografias de MEV da fibra de alumina sem revestimento 

polimérico a) e b) seção transversal antes e depois da filtração de chá com 

aumentos de 200 vezes e c) e d) seção plana antes e depois da filtração de chá com 

aumentos de 1500 vezes respectivamente. 

  

A Figura 4. 21 a) e b) representa o EDS da membrana plana de 0,22 µ e da 

fibra oca sem revestimento após a filtração de chá verde respectivamente. Pela Figura 

4. 21 a) observa-se que o elemento químico de maior concentração é o carbono (em 

vermelho) e, conforme as duas setas, sua concentração é praticamente constante 

tanto na estrutura da membrana plana de 0,22 µ de acetato de celulose quanto na 

torta. 
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a)                                                    b) 

Figura 4. 21 - a) e b) EDS da membrana plana de 0,22 µ e da fibra oca sem 

revestimento após a filtração de chá verde respectivamente. 

 

 Ainda, pela Figura 4. 21 b) observa-se que a concentração de carbono (em 

vermelho), conforme a seta, é bem maior na região da torta (à direita) e por outro lado 

a concentração de alumina em verde piscina é maior na membrana como esperado. 

A concentração de potássio e oxigênio são praticamente constantes tanto na torta 

quando no interior da membrana. 

A Figura 4. 22 apresenta as fotomicrografias de MEV da fibra oca com 

revestimento polimérico. 

 

Figura 4. 22 - Fotomicrografias de MEV da fibra oca de alumina com revestimento 

polimérico: a) aumento de 81 vezes  e b) aumento de 353 vezes. 
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Observando as fotomicrografias de MEV da fibra oca de alumina com 

revestimento polimérico, através da Figura 4. 22, nota-se que a camada polimérica foi 

aplicada sobre toda a superfície da fibra. A espessura da fibra oca e do revestimento 

polimérico foram estimados pelo software ImageJ e foram iguais a 258,22 ± 0,71 µm 

e 149,58 ± 0,73 µm. 

 

4.6 Perspectiva de produção do chá verde como bebida comercializável 

 

A produção industrial de bebidas não alcóolicas tem crescido no mundo nos 

últimos anos. Nesse contexto, os consumidores têm priorizado bebidas ricas em 

compostos bioativos por estarem mais preocupados com a saúde e a boa forma 

(Makanjuola, 2017). Para atender às expectativas do mercado, as indústrias, com 

seus centros de pesquisa e desenvolvimento (P&D), e também os pesquisadores 

universitários, precisam sempre se atualizar, buscando novas tecnologias que façam 

que o processo produtivo se torne mais eficiente e melhore a qualidade do produto 

final. Esse trabalho empregou uma inovação tecnológica que consistiu na construção 

de um cartucho aplicando membranas de alumina do tipo fibra oca com e sem 

revestimento polimérico para o processamento do extrato de chá verde com o 

propósito de fornecer uma bebida de maior valor comercial. Abordar-se-á a seguir as 

análises de estabilidade bem como a viabilidade do processo proposto. 

 

4.6.1 Análises de estabilidade 

 

A estabilidade dos permeados das filtrações do chá verde em relação à 

concentração de polifenóis totais, turbidez e formação de tea cream foi avaliada 

semanalmente durante 30 dias, sob refrigeração à 5°C, conforme apresentado nas 

Figuras 4. 23, 4. 24 e 4. 25.  

A Figura 4. 23 apresenta o perfil de concentração de polifenóis totais do extrato 

centrifugado (S2) e dos permeados (S3, S4 e S5) de chá verde ao longo de 30 dias 

de armazenamento. Nota-se comportamentos diferentes para a concentração de 

polifenóis totais com os dias de estocagem à 5°C entre o extrato centrifugado 

alimentado e os permeados.  
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Observa-se pela Figura 4. 23 que o permeado obtido através da filtração 

sequencial pela fibra oca com revestimento (S5) apresentou o maior período de 

constância na concentração de polifenóis (7° ao 30° dia) dentre todas as amostras 

analisadas. Durante os 30 dias de refrigeração houve redução de polifenóis de 12,18% 

para o extrato centrifugado (S2) e de 9,03%, 8,74% e 7,39% para os permeados da 

membrana plana de 0,22 µm (S3), da fibra oca sem revestimento (S4) e da fibra oca 

com revestimento (S5) respectivamente. Essa diminuição constatada na 

concentração polifenóis deve-se, muito provavelmente, ao fato que os compostos 

fenólicos se complexaram a outros compostos de maior peso molecular, como as 

proteínas, carboidratos, aminoácidos livres e etc., que se encontravam solubilizados 

no extrato centrifugado e nos permeados. Nesse sentido, o fato do permeado da fibra 

oca com revestimento (S5) ter apresentado menor percentual de redução de polifenóis 

(7,39%) nos 30 dias de estocagem pode ser explicado pela purificação sequencial do 

extrato suportada no aumento da remoção dos compostos de maior peso molecular 

ao longo das etapas conforme supracitado.  

A redução de 12,18% de polifenóis para o extrato centrifugado (S2) encontrada 

nesse trabalho está de acordo com Monsanto et al. (2014), os autores observaram 

que a formação do tea cream causa entre 10 e 25% de remoção dos polifenóis 

presentes no extrato de chá preto. Sousa et al. (2016) avaliaram a estabilidade do chá 

verde e observaram uma queda de aproximadamente 27% na concentração de 

polifenóis para o permeado da membrana plana de 0,22 µm após armazenamento por 

30 dias à 5ºC. O percentual de redução de polifenóis para o permeado da membrana 

0,22 µm encontrado nesse trabalho é quase três vezes menor que o de Sousa et al. 

(2016), isso pode ter ocorrido pelo fato do permeado das autoras possuir  

provavelmente maior conteúdo de compostos complexantes além de uma 

concentração de sólidos em suspensão (48882 mg L-1) três vezes maior que desse 

trabalho (18933 mg L-1).  

O comportamento da turbidez foi avaliado conforme apresentado na Figura 4. 

24. Verifica-se que em 30 dias de armazenamento à 5ºC (Figura 4. 24), a turbidez 

aumentou 173,85% para o extrato centrifugado (S2) e 144,74%, 132,35% e 39,44% 

para os permeados da membrana plana de 0,22 µm (S3), da fibra oca sem 

revestimento (S4) e da fibra oca com revestimento (S5) respectivamente. O menor 
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percentual de aumento da turbidez atingido pelo permeado da fibra oca com 

revestimento (S5) muito provavelmente se deve ao fato de a turbidez inicial (dia “0”) 

encontrar-se já abaixo de 5 NTU. Em síntese, constatou-se que o permeado mais 

clarificado/purificado (S5) possuía menos compostos complexantes provocadores do 

aumento da turbidez e por essa razão houve menor acréscimo no valor desse 

parâmetro no período analisado (39,44%).  

No trabalho de Sousa et al. (2016) a estabilidade do chá verde foi avaliada e as 

autoras observaram aproximadamente 60% de aumento na turbidez ao final dos 30 

dias de armazenamento à 5ºC em relação ao dia “0”. Já Chandini et al. (2012) 

avaliaram a estabilidade do chá preto, os autores constataram aproximadamente 87% 

de aumento da turbidez do permeado da membrana de 0,2 µm ao final dos 30 dias de 

armazenamento à 5ºC em relação ao dia “0”.  

A formação do tea cream foi avaliada como mostra a Figura 4. 25. Verifica-se 

para os permeados dos processos S3, S4 e S5 (Figura 4. 25) que o percentual de 

crescimento da formação de tea cream foi maior nos primeiros 14 dias de 

armazenamento. Houve, pois, aumento na formação de tea cream de 34,57%, 24,17% 

e 16,94% no extrato centrifugado (S2) e nos permeados da membrana plana de 0,22 

µm (S3) e da fibra oca sem revestimento (S4). Por outro lado, não foi observada 

formação de tea cream no permeado da fibra oca com revestimento polimérico (S5) 

em 30 dias de refrigeração à 5°C, sendo essa uma importante constatação em termos 

da produção do chá verde como uma bebida a ser comercializada.  

Liang e Xu (2001) reportaram que o tamanho médio dos compostos que 

causam a formação do tea cream é 0,50 μm, portanto a microfiltração com membranas 

de porosidade menor que 0,50 μm podem contribuir para a remoção de partículas 

responsáveis pela complexação com polifenóis, minimizando assim a ocorrência 

desse fenômeno.  

 



                                                                             Capítulo 4 – Resultados e discussão 

91 
 

 

Figura 4. 23 - Concentração de polifenóis totais do chá verde ao longo de 30 dias de 

armazenamento à 5ºC para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da 

membrana plana de 0,22 µm (S2) e da fibra oca (S4). 

 

 

Figura 4. 24 - Turbidez do chá verde ao longo de 30 dias de armazenamento à 5ºC 

para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da membrana plana de 0,22 µm 

(S3) e da fibra oca sem revestimento (S4) e da fibra oca com revestimento (S5).  
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Figura 4. 25 -  Porcentagem de formação de tea cream no chá verde ao longo de 30 

dias de armazenamento à 5ºC para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da 

membrana plana de 0,22 µm (S3) e da fibra oca (S4). 

 

No trabalho de Chandini et al. (2012), os autores analisaram a estabilidade dos 

permeados das microfiltrações para o chá preto para membranas com porosidade 0,2 

e 0,45 μm e observaram que estes se mantiveram estáveis quando armazenados sob 

refrigeração durante 30 dias à 5ºC. Chandini et al. (2012) consideraram estáveis 

permeados com o valor de turbidez menor ou igual a 4 NTU. Nesse trabalho, seguindo 

o mesmo critério adotado por Chandini et al. (2012), nota-se que houve estabilidade 

durante os 30 dias sob refrigeração apenas para o permeado da fibra oca com 

revestimento (S5) uma vez que os valores de turbidez permaneceram abaixo de 4 

NTU e não houve formação de tea cream.  

 

4.6.1 Análise de viabilidade do processo  

            

A Figura 4. 26 mostra esquematicamente o processo sequencial de clarificação 

e purificação do extrato de chá verde com os seus respectivos percentuais de pureza 

e de redução dos parâmetros físico-químicos. Os percentuais de redução dos 

parâmetros físico-químicos apresentados a seguir foram discutidos individualmente 
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ao longo desse trabalho. Entretanto, faz-se necessária uma análise global de 

viabilidade e aplicabilidade do processo proposto para a produção do chá verde como 

bebida comercializável. 

 

 

Figura 4. 26 – Percentuais de pureza e de redução dos parâmetros físico-químicos 

do  processo de clarificação e purificação do extrato de chá verde. 

 

Pela Figura 4. 26, confirma-se que houve variação dos parâmetros físico-

químicos e da pureza da catequina Galato de -(-) epigalocatequina (EGCG) ao longo 

de cada etapa do processamento do extrato de chá verde. Observa-se que a 

centrifugação, cumpriu satisfatoriamente o seu papel de etapa preliminar de 

clarificação do extrato, sendo responsável pela remoção de aproximadamente 90,97% 

da turbidez (1197 a 108 NTU), apresentando o maior percentual de redução da 

turbidez dentre todos processos estudados. Sequencialmente, nota-se que o 
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percentual de remoção da turbidez obtido através da filtração pela fibra oca sem 

revestimento (S4) foi maior (89,91%) (108 a 11 NTU) que o obtido pela membrana 

plana de 0,22 µm (S3) (87,67%) (108 a 13 NTU). Já no caso da filtração sequencial 

através da fibra oca revestida, houve o menor percentual de remoção da turbidez 

dentre todos os processos 78,18% (11 a 2,4 NTU), isso indica que houve redução 

apenas da turbidez residual uma vez que grande parte da turbidez foi removida pelas 

etapas precedentes. Nessa perspectiva, o processo sequencial de filtração por 

membranas aplicado nesse trabalho se justificou como uma etapa de purificação do 

extrato de chá verde uma vez que a centrifugação não foi capaz de reduzir a turbidez 

ao nível esperado. Para esse trabalho o nível esperado de turbidez do produto final 

foi aquele capaz de prover um extrato com um aspecto clarificado além de evitar a 

formação de tea cream, conservando estabilidade desse quando armazenado sob 

refrigeração (5 por 30 dias).  

Em uma análise global, o processo sequencial proposto mostrou-se viável para 

o processamento do extrato de chá verde, fornecendo um percentual de remoção da 

turbidez de 99,80% (1197 a 2,4 NTU) e um percentual de recuperação de Galato de -

(-) epigalocatequina (EGCG) de aproximadamente 76,66%. Por conseguinte, obteve-

se um produto final mais límpido que pode proporcionar ao consumidor a sensação 

de consumo de uma bebida funcional leve e refrescante. Além disso, segundo as 

análises de estabilidade, o permeado final (S5) apresentou estabilidade e não houve 

formação de tea cream, isso é muito interessante em termos de armazenamento na 

comercialização do chá verde ready-to-drink (pronto para beber). 
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Capítulo 5   
Conclusões e sugestões 

 

Nesse capítulo são apresentadas as conclusões obtidas nesse estudo além 

das sugestões dedicadas a trabalhos futuros.  

 

5.1 Quanto ao processamento e caracterização das folhas de chá verde: 

 

A maior massa retida (63,67 g) foi obtida na peneira de mesh 35. O diâmetro 

médio de Sauter calculado foi 0,54 ± 0,02 mm. O modelo RRB foi o que melhor se 

ajustou aos dados experimentais para a distribuição granulométrica acumulativa. 

 

 5.2 Quanto à extração de polifenóis das folhas de chá verde: 

 

A extração convencional à 80 ºC, 50 g L-1 por 60 min e utilizando partículas na 

faixa 0,15-0,75 mm foi a melhor condição para a extração de polifenóis do chá verde 

encontrada nesse trabalho, aproximadamente 10.685 mgEAG L-1. 

 

5.3 Quanto à filtração preliminar: 

 

No processo de filtração inicial do extrato através de filtro de nylon, para a 

efetuação das análises físico-químicas houve uma redução de 12% de polifenóis e 

59% de sólidos.  Isso mostrou que quase 60% do conteúdo de sólidos suspensos 

presente na infusão foi removido durante o tratamento preliminar, garantindo um 

processo sequencial mais eficiente e evitando o rápido decaimento do fluxo no 

processo sequencial de filtração por membranas. 

 

5.4 Quanto aos pré-tratamentos macroscópicos: 
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O pré-tratamento escolhido foi apenas a centrifugação por apresentar a menor 

retenção de polifenóis totais (9%). 

 

5.5 Quanto à filtração por membranas: 

 

O processo de microfiltração o cartucho de membranas cerâmicas do tipo fibra-

ocas em revestimento apresentou menor retenção de polifenóis (2,33%), maior 

retenção de sólidos (4,23%), maior redução da turbidez (89,91%) e maior fluxo 

estabilizado (19,37 L h-1m-2) em comparação com a membrana comercial plana de 

0,22μm.Na filtração sequencial empregando um cartucho com membranas 

cerâmicas do tipo fibra-oca com revestimento polimérico à 1,5 bar, obteve-se um 

fluxo estabilizado de 3,51 L h-1m-2, além de uma redução de 9,17 % de 

polifenóis,12,89 % de sólidos, 80,65% da turbidez e 16,92% de sólidos solúveis 

(ºbrix). A microfiltração juntamente com a filtração sequencial mostraram eficiência 

na purificação do extrato de chá verde. 

 

5.6 Quanto às resistências dos processos de filtração para o chá verde: 

 

A resistência que apresentou a maior contribuição para o decaimento do fluxo 

em todos os processos foi a resistência dos poros (RC), representando cerca de 60% 

da resistência total. 

 

5.7 Quanto ao mecanismo de fouling para os processos de ultrafiltração do chá 

verde: 

 

O mecanismo de fouling predominante da microfiltração através da membrana 

plana 0,22 µm (S3) foi bloqueio interno dos poros (n=1,5) com valor de RMSD igual a 

1,629. Entretanto, o bloqueio intermediário dos poros (n=1) exerceu importante 

impacto no decaimento do fluxo em (S3), com valor de RMSD igual a 1,789. Já o 

mecanismo de fouling predominante da microfiltração através da fibra oca (S4) foi 

bloqueio intermediário dos poros (n=1) com valor de RMSD igual a 1,271. Contudo, a 
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formação de torta (n=0) também teve importante papel no decaimento do fluxo através 

da fibra oca (S4) com valor de RMSD igual a 1,527. 

 

5.8 Quanto à perspectiva de produção do chá verde como bebida 

comercializável 

 

Nesse estudo, ficou evidenciado a importância de um processo sequencial em 

sistema cross-flow para o processamento do extrato de chá verde, evitando que uma 

alta concentração de partículas ocasione um rápido decaimento do fluxo de permeado 

e diminua a eficiência do processo.  Segundo as análises de estabilidade, o permeado 

final (S5) apresentou estabilidade com uma turbidez de 2,4 NTU e não houve 

formação de tea cream. Em suma, é possível concluir que o processo proposto foi 

eficaz para produzir o chá verde como uma bebida funcional mais clarificada, estável 

e com um percentual de recuperação de Galato de -(-) epigalocatequina (EGCG) de 

aproximadamente 76,66%. 

 

5.9 Sugestões 

 

Para trabalhos futuros, sugere-se:     

 

 Empregar a extração com sonda ultrassônica sem fixar a temperatura da 

amostra, de modo que a leitura da temperatura varie simultaneamente com o tempo. 

A sonda ultrassônica, por meio da formação das bolhas de cavitação, aumenta a 

temperatura do sistema, esse aumento pode ser quantificado pela leitura da 

temperatura instantânea. Essa metodologia pode ser interessante em termos 

aproveitamento energético, uma vez que não se faz necessário o emprego de um 

reator encamisado/trocador de calor para aquecer ou resfriar a amostra durante a 

extração dos compostos bioativos. 

 Avaliar o uso dos agentes coagulantes quitosana e sementes de Moringa 

oleífera com um tempo de decantação acima de 90 min em substituição à 

centrifugação como etapa sequencial; 
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 Aplicar as fibras ocas de alumina para processos de clarificação de 

extratos com maiores concentrações de sólidos suspensos, avaliando os mecanismos 

responsáveis pelo decaimento do fluxo em sistema cross-flow; 

 Aplicar ultrassom no processo filtração com as fibras ocas de alumina; 

 Testar outros polímeros, concentrações e espessuras nas camadas de 

revestimentos poliméricos nas fibras ocas de alumina;   

 Avaliar a filtração através de membranas cerâmicas de fibra oca 

fabricadas a partir de materiais alternativos e de menor custo.  
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Capítulo 6     
Anexos 

 

Esse capítulo traz os anexos contendo as curvas de calibração e 

permeabilidade utilizadas nesse trabalho. 

 

Anexo A - Curvas de calibração para polifenóis e flavonóides 

 

 

Figura A. 1 - Curva de calibração para a concentração de polifenóis totais 
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Figura A. 2 - Curva de calibração para a concentração de flavonóides 

 

 

Anexo B - Permeabilidades hidráulicas das membranas utilizadas nas 

filtrações de chá verde e curva de vazão de cross-flow 

 

Membrana comercial plana de 0,22 µm 

 

Figura B. 3 - Permeabilidade hidráulica para a membrana plana de 0,22 µm 
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Fibra oca de alumina sem revestimento polimérico (Al2O3) 

 

 

 

Figura B. 4 - Permeabilidade hidráulica para a fibra oca sem revestimento polimérico 

 

Fibra oca de alumina sem revestimento polimérico (Al2O3) (reuso) 
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Figura B. 5 - Permeabilidade hidráulica para a fibra oca sem revestimento polimérico 

usada após limpeza 

 

Fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/Al2O3) 

 

 

 

Figura B. 6 - Permeabilidade hidráulica para a fibra oca com revestimento polimérico 

 

Fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/Al2O3) (reuso) 
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Curva de vazão do sistema de filtração cross-flow 

 

 

Figura B. 7 – Vazão mássica do sistema de filtração cross-flow em função da 

pressão (kPa)
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