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Resumo

O consumo de bebidas e alimentos funcionais tem crescido no mundo nos ultimos
anos principalmente devido ao aumento da preocupacao das pessoas com a saude e
o bem estar. As folhas da planta Camellia sinensis sido tradicionalmente utilizadas
para o preparo de infusdes e, além disso, devido a alta concentragcao de compostos
bioativos em seus extratos, essa erva tem chamado a ateng¢ao de pesquisadores e
das industrias alimenticia e farmacéutica. Os processos de filtragcdo por membranas
podem ser utilizados para clarificagao, purificagdo e concentracdo de diversos
produtos. Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo o processamento do
cha verde incluindo a caracterizacdo das folhas, a extragdo, a clarificacdo e a
purificagdo dos polifendis presentes no cha usando agua como solvente, pré-
tratamentos macroscépicos para a clarificacdo (centrifugacdo e adicdo de agentes
coagulantes - quitosana e sementes de Moringa oleifera) e, sequencialmente, filtracdo
por membranas para purificagdo dos extratos. Inicialmente fez-se a moagem, o
peneiramento e a classificagao granulométrica das folhas de cha verde. A influéncia
da granulometria na extragao foi analisada em uma extragao aquosa conduzida a 80°C
por 30 min a uma razdo cha-agua de 50 g L' utilizando folhas de cha com
granulometria na faixa de 0,05-2,83 mm e também folhas de cha ndo moidas. A melhor
granulometria para extragao de polifendis encontrada foi para a faixa de particulas de
0,15-0,74 mm e essa foi utilizada em todos os experimentos de extragado convencional
e com ultrassom subsequentes. O impacto da razao cha-agua foi avaliado variando-a
de 10 a 120 g L' para extragdes a 80°C por 30 min. Para a verificagdo do melhor
tempo e da melhor temperatura na extracdo convencional, o preparo do cha foi
realizado com uma razao cha-agua de 50 g L', variando-se o tempo de 10 a 120 min
e a temperatura de 40 a 90°C. A extracao ultrassénica foi feita em duas etapas, na
primeira etapa foi feito um planejamento composto central (PCC), com trés réplicas
no ponto central, com alfa de ortogonalidade igual a 1,3531, a um nivel de significancia
de 95%. Para bateladas de 30 min variou-se a temperatura de 22 a 83°C, a razdo cha-
agua de 12 a 73 g L' e a amplitude de 23 a 77%. Na segunda etapa da extracdo
ultrassoénica, utilizou-se a razdo cha-agua de 50 g L', a melhor amplitude encontrada
na primeira etapa (77%) e, similarmente a extragdo convencional, avaliou-se o efeito
da temperatura em fungcdo do tempo variando-se o tempo de 10 a 120 min e a
temperatura de 40 a 90°C. A melhor condi¢ao de extracdo encontrada nesse trabalho
foi a extragdo convencional a 80°C, 50 g L' por 60 min utilizando particulas de cha na
faixa (0,15-0,74 mm). Em seguida, avaliou-se como pré-tratamentos: centrifugacéo
(8000 rpm, 20 min), adigdo de quitosana (0-2000 mg L") e adicdo de sementes de
Moringa oleifera (SMO) (0-10.000 mg L"). As microfiltragcdes foram feitas a 0,8 bar
utilizando como alimentagdo o extrato centrifugado. Para tal empregou-se uma
membrana plana de éster de celulose de 0,22 um e um cartucho de membranas
ceramicas do tipo fibra-oca sem revestimento polimérico fabricado em laboratério. A
microfiltragdo através das membranas do tipo fibra-oca sem revestimento
apresentaram menor retengdo de polifendis (2,33%), maior retengdo de solidos
(4,23%), maior redugéo da turbidez (89,91%) e maior fluxo estabilizado (19,37 L h-'m
2) em relagdo a membrana comercial plana de 0,22 um. Posteriormente a
microfiltragdo fez-se uma filtragdo 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"'m2, uma reducgdo de
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9,17% de polifendis, 12,89% de sdlidos, 80,65% da turbidez e 16,92% de sdlidos
soluveis (°brix). Os fluxos obtidos nas filtracdes foram utilizados para calcular o
mecanismo de fouling e para calcular as resisténcias das membranas. O mecanismo
de fouling predominante (n) e o valor da resisténcia dos poros (Rr) encontrados para
a membrana plana de 0,22 ym, 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 10713,
formacgao de torta (n=0) e (Rc = 2,80 x 10-"3) e bloqueio intermediario dos poros (n=1)
e (Re = 7,38 x 10"3), respectivamente. Avaliou-se a estabilidade do extrato de
alimentacao e dos permeados das filtracdes, quando armazenados por 30 dias a 5°C,
tomando como referéncia os parametros concentracao de polifendis, turbidez e
formacao de tea cream. Observou-se que apenas o0 permeado obtido através da
filtracdo pela fibra oca revestida (S5) apresentou estabilidade (turbidez menor que 4
NTU) e sem a formagéo de tea cream ao longo dos 30 dias de armazenamento a 5°C.
Assim, este trabalho encontrou as melhores condicbes de extracdo de polifendis
presentes em folhas de cha verde e evidenciou a utilizagdo de centrifugacéo para
clarificagédo e a aplicagao filtragdo com membranas de alumina do tipo fibra oca sem
e com revestimento polimérico para purificacdo do extrato de cha de cha verde. O
resultado final foi a producdo do cha verde como uma bebida mais clarificada e
estavel.

Palavras chave: Camellia sinensis, cha verde, polifendis, extragcao, clarificacao,
filtragdo por membranas.

Xiv



Abstract

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 oleifera 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 80°C for 30 min for a water-to-tea ratio 50 g L' 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 80°C for 30 min with a tea-to-water ratio ranging from 10
to 120 g L™'. The impact of time and temperature on the conventional extraction of
polyphenols was evaluated at 50 g L™ tea-to-water ratio by ranging the time and the
temperature from 10 to 120 min and from 40 to 90°C 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 83°C, 12 to 73 g L', 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, similarly to conventional extraction, time and temperature varied from 10
to 120 min and from 40 to 90°C respectively. The optimum extraction condition found
in this study was 80°C, 50 g L' 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") and Moringa oleifera seeds addition (0-10.000 mg L-
). Microfiltration processes were carried out at 0.8 bar applying a flat membrane of
0.22 ym 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"'m2) comparatively to flat membrane of
0.22 um. 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"'m? and a reduction
of 9.17% of polyphenols, 12.89% de solids, 80.65% of turbidity and 16.92% of soluble
solids (°brix). 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 pm, 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"3), cake formation (n=0) e (Rc = 2.80 x 107'®) and intermediary pore
blocking (n=1) e (Rp = 7.38 x 10°'%) respectively. Extract and permeates stability, stored
at 5°C 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 5°C. 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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Capitulo 1

Introducao e objetivos

Nesse capitulo introdutério, é feita uma abordagem primaria dos beneficios do
consumo do cha verde (Camellia sinensis) e o seu papel no contexto da produgéo das
bebidas funcionais. Serdo apresentados ainda os objetivos que norteiam o presente
estudo de processamento do extrato de cha verde empregando filtragcdo por

membranas.
1.1 Introdugéao

O cha é uma das bebidas ndo alcodlicas mais consumidas no mundo Rao et al.
(2011) e, além do aspecto cultural, sua proeminéncia € justificada por seus diversos
beneficios a saude (Dufresne e Farnworth, 2001; Liang et al., 2007). Considerando a
presenga dos compostos bioativos (polifendis, metilxantinas e etc.) (Lin et al., 2015),
o cha tem se mostrado benéfico na prevengao de algumas doengas como o cancer,
disturbios cardiovasculares, obesidade e diabetes (Khan e Mukhtar, 2007; Vuong,
Golding, et al., 2011; Pasrija e Anandharamakrishnan, 2015).

Com o aumento da preocupacao das pessoas pela ingestdo de alimentos e
bebidas saudaveis, o consumo dos chas provenientes da planta Camellia sinensis tem
se tornado ainda mais comum. Os chas (Camellia sinensis) podem ser classificados
em categorias distintas especialmente de acordo com o0 método de processamento
das folhas como os principais: cha branco (ndo fermentado), cha verde (levemente
fermentado), cha oolong (com fermentagao mediana) e cha preto (bem fermentado)
(Horzi¢ et al., 2009; Muniandy et al., 2016).

Comparando os chas verde, preto e branco, o cha verde apresenta maior teor
de polifendis, incluindo os flavonodides (Komes et al., 2010; Carloni et al., 2013). Por
essa razao o cha verde tem chamado mais atengcdo que os outros e foi, por isso,
escolhido para ser abordado no presente estudo. No cha verde, os flavonoides mais
importantes sdo as catequinas (Yamamoto et al., 1997; Komes et al., 2010) e essas,

devido as suas propriedades antioxidantes, produzem notaveis efeitos benéficos ao
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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 cha verde sdo epicatequina
(EC), epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina (ECG) e galato de
epigalocatequina (EGCG) (Banerjee e Chatterjee, 2015). Além das catequinas, outros
compostos sao responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do cha como a cafeina,
0s minerais, as proteinas, os lipideos, os polissacarideos e os agucares (Jiang et al.,
2015).

Em escala industrial, a extracdo com solventes € o método mais comumente
empregado para a segregagao de compostos bioativos contidos no cha. Na extragao
€ importante inicialmente definir as condigcdes operacionais tais como a escolha do
solvente (agua, solventes organicos, misturas), o processo a ser empregado
(convencional, ultrassom, micro-ondas, etc.) e os parametros a serem fixados e
variados (temperatura, tempo, razdo cha-agua, etc.). Nesse sentido, a produgéo de
extratos naturais, aliada a maximizacao dos seus compostos bioativos, demandam
estudos de otimizagdo de processo (Pinela et al., 2016) os quais serdo abordados
nesse trabalho.

No tratamento dos chas empregando membranas, sequencialmente ao
processo de extragdo, os pré-tratamentos macroscopicos constituem uma etapa
preliminar de clarificagao do extrato, de modo a evitar o rapido decaimento do fluxo
durante o processo filtracdo. Nesse trabalho foram utilizados a centrifugagdo e os
agentes coagulantes quitosana e sementes de Moringa oleifera. A quitosana (quitina
desacetilada), um polissacarideo catidnico ndo téxico e biodegradavel, tem sido
empregada na clarificagdo de bebidas conforme mostram trabalhos na literatura
((Jankun et al. (1997); Rao et al. (2011); Domingues et al. (2012)). Ja as sementes de
Moringa oleifera, uma arvore comum na regiao dos tropicos, contém um potente
coagulante natural que foi tradicionalmente utilizado por comunidades indigenas para
clarear a agua antes do consumo (Ye et al., 2014), essas sementes tém sido utilizadas
na redugao da turbidez de aguas como reportaram (Muyibi e Evison (1995); Ye et al.
(2014); Santos et al. (2016)).

O consumo de cha é recomendado por médicos e nutricionistas, mas uma
simples xicara de cha preparada em casa pode nao conter a quantidade diaria

recomendada de compostos bioativos, de modo que precisariamos ingerir uma grande
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quantidade da bebida. Nesse sentido, bebidas e alimentos enriquecidos com
ingredientes bioativos tornam-se op¢des viaveis a serem incorporadas na dieta diaria
(Dueik e Bouchon, 2016). O consumo dos chas prontos para beber cresceu 71% no
Brasil entre os anos de 2016 e 2017 (TRADE NAMES INDEX A2 - Scott, K, 1995).
Nessa dire¢ao os chas prontos (Camellia sinensis) s&o praticos e boas alternativas de
bebidas funcionais. Entretanto, esses chas podem apresentar instabilidade quando
armazenados sob refrigeracdo, que consiste na formagao do tea cream. O tea cream
se da pela complexacgao entre os polifendis e os compostos de maior peso molecular
como as proteinas. Esse fenbmeno causa reducido das propriedades nutricionais e
sensoriais do cha e é uma grande preocupacédo que a industria tem quanto a
armazenagem de suas bebidas prontas (Subramanian et al., 2014; Argyle e Bird,
2015). Dessa maneira, € notoério o apelo mercadoldgico para o desenvolvimento de
novas tecnologias que favoregam a produgéao e a conservagao dos ready-to-drink teas
(chas prontos para beber).

A aplicacdo da filtracdo por membranas para purificacdo, concentragao e
estabilidade dos chas &€ uma tecnologia em desenvolvimento que, além de ser
empregada atualmente em diversas pesquisas cientificas, tem se tornado promissora
no setor de alimentos e bebidas. Entdo, processos sequenciais como extragao,
clarificagao/purificagdo e concentragdo por membranas podem ser empregados para
produzir extratos mais claros, estaveis 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 cha verde, empregando agua como solvente para
extragdo, pré-tratamentos macroscépicos para a clarificagdo € membranas para

purificacdo e concentracdo. E, como objetivos especificos, tem-se:

. Executar o processamento, a caracterizagado e a analise da qualidade

das folhas de cha verde em termos de umidade e cinzas totais.
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. Avaliar as melhores condigdes de granulometria, razdo cha-agua, tempo
e temperatura para a extragao dos polifendis do cha verde;

. Comparar a extracédo convencional a extracdo com ultrassom emrelagao
a concentragao de polifendis totais (mg L);

. Realizar pré-tratamentos como centrifugagdo e coagulagdo com
quitosana e sementes de Moringa Oelifera (MO) para clarificagdo do extrato de cha
verde;

. Aplicar membranas com diferentes configuracbes geométricas (plana e
fibra oca), de diferentes materiais (ceramicas e poliméricas) para a purificagcdo do
extrato de cha verde;

. Avaliar os mecanismos de fouling responsaveis pelo decaimento do fluxo
do permeado;

. Empregar a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) na
caracterizagao estrutural das membranas utilizadas nas filtragdes de cha verde;

. Empregar EDS na caracterizacdo dos compostos presentes nas
membranas apos a filtracdo do cha verde;

. Avaliar se os permeados das filtracdes sdo estaveis e se ha formacao
de fea cream;

. Avaliar a viabilidade do processo de clarificacao e purificacao do extrato
de cha verde;

. Caracterizar as amostras de cha em termos de polifendis, flavondides e

compostos individuais (HPLC).
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Este capitulo versa sobre a reviséo bibliografica que da fundamentagao a esse
trabalho. Nas sec¢bes a seguir serdo expostas informagdes detalhadas sobre a planta
Camellia sinensis, o cha verde, os processos de extragdo de compostos bioativos,
além dos pré-tratamentos macroscopicos e dos processos de filtragado por membranas

para clarificacéo e purificacdo do extrato, respectivamente.
2.1 A planta Camellia sinensis

(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) € uma espécie da familia Theaceae,
popularmente conhecida como cha-da-india. E uma arvore de até 15 metros de altura
nativa das florestas do nordeste da india e sul da China. As folhas da planta sdo
largamente comercializadas para a preparacao de infusdes como bebidas ao redor do
mundo (Zheng et al., 2015; Liu et al., 2017). A partir da planta pode-se produzir
diversos tipos de cha, diferenciados pela forma de fermentagcao das folhas, tais como:
o verde (ndo fermentado), o branco (levemente fermentado) o oolong (parcialmente
fermentado) e o preto (fermentado) (Cheng, 2006; Dai et al., 2017). As primeiras
plantagcées de Camellia sinensis no Brasil datam do inicio do século XIX, Sabe-se que
um comerciante portugués chamado Luiz de Abreu ofereceu as sementes do cha a D.
Joao VI apo6s sua chegada ao pais. Assim com a criagao do Jardim Botanico no Rio
de Janeiro em 1808 iniciou-se o cultivo e a comercializagdo da planta no pais. (Costa
e Da Silva, 2011)

2.2 O Cha verde

Cha-verde, conforme supracitado, € um tipo de cha feito a partir da infusdo das
folhas da planta Camellia sinensis e é chamado de verde porque as folhas da erva
sofrem pouca oxidacao durante o processamento. As principais catequinas presentes

no cha verde sao: 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
€ a mais ativa e abundante catequina no cha verde (Yang et al., 2002). Estudos
epidemioldgicos tém mostrado que as catequinas presentes no cha verde possuem
propriedades funcionais que podem prevenir doengcas como cancer, diabetes,
obesidade e etc. (Khan e Mukhtar, 2007). A Figura 2. 1 apresenta a estrutura

molecular de catequinas presentes no cha verde.
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Figura 2. 1 — Estrutura molecular da maioria das catequinas presentes no cha verde.
Fonte: (Ye et al., 2014)

Os efeitos bioldégicos promovidos pelas catequinas como sua agao
antibacteriana, acao inibidora de enzimas e sua atividade antioxidante sao dados
devido a sua natureza polifendlica que as confere elevado poder redutor e capacidade
de neutralizar radicais livres de oxigénio (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

metastases.



Capitulo 2 — Reviso bibliografica

2.3 Parametros de qualidade do cha verde

O controle de qualidade e a seguranga alimentar sdo principios basicos no
processamento de produtos alimenticios. A manutencao das propriedades quimicas e
bioativas das matrizes vegetais durante a colheita até a estocagem do produto final é
uma preocupagao que concerne a industria alimenticia. Nessa perspectiva, o teor de
umidade e cinzas sao parametros importantes na avaliagdo da qualidade das folhas
de cha durante a estocagem. Através da determinacdo do teor de cinzas pode-se
quantificar a presencga de impurezas inorganicas néo volateis como terra e areia, por
exemplo (Cardoso, 2009). Ja a analise do teor de umidade pode indicar se a amostra
€ um ambiente propicio ao crescimento de microrganismos indesejaveis (Nascimento
et al., 2005).

2.4 Processos de Extragcao de Compostos Bioativos

A extragdo € amplamente empregada nas industrias de alimentos e bebidas
como etapa preliminar na segregagdo de compostos funcionais a partir de matrizes
vegetais para a producao de ingredientes para diversas aplicagdes (Dai e Mumper,
2010; K.N et al., 2015; Pinela et al., 2016). Tecnologias sustentaveis e de baixo custo
tém sido estudadas e implementadas na tentativa de substituirem os métodos
tradicionais de extracao (Ekezie et al., 2017).

Varios estudos reportaram a influéncia da otimizagdo das condigbes
operacionais na eficiéncia do processo de extracao (Kalil et al., 2000; Bezerra et al.,
2008; Pinela et al., 2016; Roriz et al., 2017). Essa otimizagao pode ser paramétrica ou
concebida através de técnicas de otimizagdo como a metodologia da superficie de
resposta, por exemplo. As variaveis que mais influenciam a eficiéncia de extragao sao:
tipo de solvente, temperatura, pH, razdo material solvente, tamanho da particula,
tempo de extragcado e a técnica de extragao (Pasrija e Anandharamakrishnan, 2015).
Segundo Both et al. (2014), inicialmente a selecdo da matriz vegetal com alta
concentragdo de compostos bioativos € uma tarefa preliminar para garantir alta

eficiéncia da etapa de extragao.
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A solubilidade € o principal pardmetro a ser analisado quando se deseja
alcancar certa concentragdo do composto bioativo no extrato. Os fatores que mais
afetam a solubilidade sao temperatura, pressao, natureza quimica e caracteristicas
fisico-quimicas do soluto e do solvente (Recharla et al., 2017). Dessa maneira, a
escolha do solvente é o primeiro passo na avaliagdo do método de extracao
(Zimmermann e Gleichenhagen, 2011). Agua, solventes organicos e a mistura dos
dois em diferentes propor¢des sdo amplamente utilizados na extragdo. Nessa
perspectiva, € meritério analisar os beneficios e as limitagdes de cada tipo de solvente.

Industrialmente, os solventes organicos sdo comumente empregados em
processos de extragdo (Todd e Baroutian, 2017). Diversos trabalhos utilizando
solventes orgéanicos na extragdo de compostos bioativos sdo reportados na literatura
como (Hu et al. (2016); Nathia-Neves et al. (2017); Ngo et al. (2017)). Entretanto, a
agua € um solvente de baixo custo e ndo deixa residuos toxicos. Assim, de modo a
evitar uma etapa posterior de remogao do solvente e garantir um produto final livre de
residuos organicos, a agua se justifica como um solvente viavel para extracbes com
aplicacbes alimenticias e farmacéuticas (Kumar et al., 2012). O aumento na
temperatura pode aumentar a solubilidade e a difusdo dos compostos bioativos (Sahin
e Samli, 2013; Khemakhem et al., 2017). Entretanto, altas temperaturas podem causar
degradacgao térmica das biomoléculas (Xia et al., 2006), desse modo a maioria dos
estudos presentes na literatura reportam uma temperatura étima em torno de 80°C
para maximizar a difusdo dos compostos bioativos (Liang et al., 2007).

Outro importante parametro a ser avaliado na extragéo é a razao material-
solvente uma vez que esse fator geralmente influéncia a extragdo de biomoléculas
de matrizes vegetais (Stamatopoulos et al., 2013; Jovanovi¢ et al., 2017; Rezende et
al., 2017). O aumento da razdo solvente-material pode aumentar a eficiéncia de
extracao; entretanto, baixas concentragbes de compostos bioativos podem ser
indesejaveis em etapas futuras de concentragdo. Particularmente, a quantidade
de solvente usado deve ser suficiente para garantir a extragdo de compostos
bioativos. O tamanho da particula € uma variavel consideravel na extracdo de

biomoléculas. Estudos anteriores relataram o impacto do tamanho de particula no
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rendimento da extracdo 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 extragao é também um fator significativo e pode influenciar o
rendimento da extragcdo de compostos bioativos (Vuong, Stathopoulos, et al., 2011).
Esse parametro depende muito do método de extragdo empregado e ira impactar
tanto a eficiéncia da extragcdo como o consumo de energia (Horzi¢ et al., 2012; Plaza
e Rodriguez-Meizoso, 2013; Cheng et al., 2016; Dominguez-Rodriguez et al., 2017).

A técnica de extracdo de compostos bioativos mais comum é a extracao
convencional solido-liquido, enquanto técnicas avancadas como as extragdes
assistidas por ultrassom ou micro-ondas e as extracdes supercriticas e subcriticas tem
sido propostas e se mostram promissoras (Joana Gil-Chavez et al.,, 2013). A
maceracao, a percolacao, a infusdao, a decoccdo e a extragdo por aquecimento
continuo sao as técnicas de extracdo convencional mais comuns. Apesar da
emergéncia das técnicas alternativas os processos que empregam extracédo
convencional sdo mais utilizados devido ao menor custo e maior facilidade de
instalagcao e ampliagao (scale-up) (Druzynska et al., 2007).

A utilizacdo da extracdo assistida por ultrassom no setor de alimentos tem
crescido nos ultimos anos e sua aplicagao € uma demanda industrial por processos
mais eficientes e sustentaveis (Vilkhu et al., 2008). Em processos assistidos por
ultrassom, ha o fenbmeno da cavitacdo que consiste na implosdo das bolhas de
cavitacdo formadas no meio liquido. Este fendbmeno provoca o aumento da
temperatura e da pressao do sistema, promovendo o rompimento da parede celular,
favorecendo a penetragdo do solvente e melhorando o transporte do composto
bioativo da fase sdlida para a liquida (Caldas et al., 2018). Comparada aos métodos
classicos, a extragao ultrassénica tem se tornado vantajosa, devido a preservagao de
compostos termos sensiveis com extragdes eficientes a temperaturas mais baixas,
menor gasto energético, menor consumo de solvente e menor tempo de operagao
(Wu et al., 2001; Xia et al., 2006; Jovanovi¢ et al., 2017). A extragao assistida por
micro-ondas tem se despontado como um método vantajoso para captura de varios

compostos ativos de fontes vegetais.
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As micro-ondas sdo absorvidas e convertidas em energia térmica enquanto a
onda transita pelo meio (Zhang et al., 2011; Joana Gil-Chavez et al., 2013). Esse
processo provoca um grande aumento na agitagdo molecular causando o aumento da
temperatura, vaporizagcado da agua interior, rompimento da parede celular da matriz
vegetal, melhora da permeabilidade do solvente através da biomassa e
consequentemente aumento do rendimento da extragao dos compostos de interesse
(Banerjee e Chatterjee, 2015; Pinela et al., 2016; Vinatoru et al., 2017).

Cada técnica de extragcao pode ser mais ou menos eficiente a depender da
matriz vegetal, do composto de interesse e de todos os outros parémetros
operacionais envolvidos. Dessa forma, um estudo de otimizacdo do processo € de

suma importancia.

2.5 Pré-tratamentos macroscoépicos para clarificagao do extrato

Os pré-tratamentos macroscépicos constituem uma etapa de clarificagcao
preliminar do extrato de modo a reduzir a concentragao de sdlidos e evitar o rapido
decaimento do fluxo durante os processos de separagdo por membranas. A
centrifugagéo e a decantagao podem ser usadas com esse proposito. Os efeitos desse
fenbmeno sobre a agdo da gravidade sido acelerados pelo efeito das forgas
centrifugas. Atualmente a aplicagdo de coagulantes naturais, como a quitosana e as
sementes de Moringa oleifera (M. oleifera), se mostra um processo importante a ser
explorado na clarificagdo de bebidas.

A quitosana € um polissacarideo catiénico produzido a partir da desacetilagcéao
da quitina e, essa, € um polissacarideo encontrado no exoesqueleto de crustaceos
(Dias et al., 2008). A quitosana ja tem sido explorada na clarificagéo de bebidas como
mostra a literatura (Rao et al., 2011; Domingues et al., 2012; Sousa, 2016).

A M. oleifera é uma arvore nativa do nordeste da india e que tem sido cultivada
atualmente em paises tropicais (Bhatia et al., 2007; Bhuptawat et al., 2007) como o

Brasil.
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Em temos da sua aplicagéo no tratamento de aguas, as sementes de M. oleifera
séo efetivas na remogao de materiais suspensos conforme reportaram os seguintes
trabalhos de (Al Azharia Jahn (1988); Ndabigengesere e Narasiah (1998); Bhuptawat
et al. (2007)). A acédo da M. oleifera como coagulante se da devido a presenga de
proteinas catidnicas contidas nas sementes. Essas proteinas sdo soluveis em agua e
formam cadeias catidnicas polieletroliticas que tém o poder de interagir com os sélidos
presentes na solugéo e efetuar o processo de coagulagéo (Bhatia et al., 2007).

A Figura 2. 2 mostra uma, vagens e sementes de M. oleifera. A foto foi tirada
de uma arvore situada no campus Santa Moénica da Universidade Federal de

Uberlandia.

Figura 2. 2 — Arvore, vagens e sementes de M. oleifera. (Fonte: Autor)

2.6 Processos de filtragao por membranas

A tecnologia das membranas esta presente em varios processos industriais. A
sua relevancia é conhecida na industria de alimentos, farmacéutica, manufatura e até
no tratamento de aguas (Nunes e Peinemann, 2006).

A membrana comporta-se como uma barreira seletiva entre duas fases, que,
sob a acdo de uma forga motriz, permite a passagem de uma ou mais espécies
selecionadas da fase de alimentacao, a qual pode ser uma mistura liquida ou gasosa
(Anadao, 2010).

11
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A Figura 2. 3 apresenta um esquema de dois diferentes processos de
separagao por membranas. Esses processos se diferenciam pela forma em que a

alimentacao se coloca.

No processo dead-end a alimentacgao é feita perpendicularmente a membrana,

ja no processo cross-flow a alimentagao é realizada paralelamente a membrana.

DEAD-END CROSS-FLOW

Alimentacio

ﬂ ﬂ ﬂ Alimentacio Concentrado
L k} L l} L l]

Permeado Permeado

Figura 2. 3 - Esquema de filtragdo dead-end e cross-flow. (Baseado em (Strathmann
(1981); Habert (2006); Kubota et al. (2008))

Os processos de separagao por membranas apresentam vantagens em relagao
aos processos de separagao tradicionais: sdo de simples operacéo, seletivos,
geralmente operados a temperatura ambiente e por isso podem ser empregados para
separagao de compostos termolabeis e, além disso, sdo considerados econdmicos

pois sdo energeticamente favoraveis (Habert et al., 2006).
2.6.1 Materiais para a produgcao de membranas
As membranas comerciais sdo produzidas a partir de diferentes tipos de

materiais. A aplicacao da membrana e sua eficiéncia durante o processo de filtracao

estao diretamente relacionadas a constituicdo da membrana e suas caracteristicas.

12
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As membranas podem ser classificadas de acordo com sua morfologia como

mostrado na Figura 2. 4.

Isotrépicas

Porosa

Porosa

Figura 2. 4 - Classificagdo das membranas de acordo com a morfologia. (Baseada
em (Scott (1995); Habert et al. (2006); Lalia et al. (2013); Starov (2017))

Densa
{composta)

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

comumente utilizados na producdo de membranas sintéticas.

MATERIAIS PARA

MEMBRANAS
hd
POLIMERICOS NAO-POLIMERICOS
h
s POLI(CARBONATO) « CERAMICA
« FLUORETODE e VIDRO
POLL(VINILIDENO) « CARBONO

« POLI(PROPILENO) « OXIDOS
» POLI(AMIDA) METALICOS
¢ ESTERESDE CELULOSE
e POLI(SULFONA)
+  POLI(ETER-IMIDA)
e« EVA
« EPDM
e POLI(URETANA)
¢ POLI(ACRILONITRILA)

Figura 2. 5 — Materiais usualmente empregados na produ¢cdo 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: biolégicas e
sintéticas. As membranas comerciais, ou mesmo as produzidas em escala de
laboratorio, sédo sintéticas e sao classificadas pelas constituidas por materiais
poliméricos (organicos) e por aquelas constituidas por materiais n&o-poliméricos
(inorgénicos) (Mulder, 1996). Todavia, as membranas ndo-poliméricas sdo de mais

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

2.6.2 Processo de Separagao por membranas que envolvem gradiente de

pressdao como forga motriz.

Os processos de separagao por membranas que usam gradiente de pressao
como forga motriz apresentam diversas aplicagdes e serdo descriminados a seguir.

A Microfiltragcado (MF) € uma técnica de separagao que utiliza membranas com
diametro de poro entre 0,1 e 10 um e é capaz de remover particulas micrométricas. O
fluido passa através dos caminhos tortuosos existentes, ja as particulas séo retidas
na superficie do filtro. O gradiente de pressdo formado entre os dois lados da
membrana gera a forga motriz que atua no processo (Anaddo, 2010). Como as
membranas de MF sao relativamente abertas, as pressdes empregadas como forga
motriz para o transporte sao pequenas e dificiimente ultrapassam 3 bar (Habert et al.,
2006).

A ultrafiltracdo (UF) € um processo de separagao por membranas utilizado
frequentemente para purificar e/ou separar solugdes que contém particulas com
grande massa molecular e também coldides, de massa molar variando de 103 a 106
Dalton. Os poros das membranas de UF variam de 1 a 100 nm de tamanho, logo, sdo
mais fechadas que as membranas de microfiltragdo. E necessaria uma maior forca
motriz para que haja a separacao dos compostos e que o fluxo ndo seja muito
pequeno e seja possivel a utilizagdo da UF na industria, sendo que seus poros sao
menores que os de membranas de microfiltracdo. As pressodes utilizadas nesse tipo
de processo operam numa faixa que varia de 1 a 10 bar (Habert et al., 2006).

A nanofiltracao (NF) se caracteriza pela separagao de sais e solutos organicos
de massa molecular maiores que 500 Dalton, sendo um processo movido por

gradiente de pressao, bem como a MF e a UF com tamanho de poros, fluxos de
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permeados e pressdes de operagao que se encontram entre a UF e a Osmose Inversa
(0.

Os sistemas de nanofiltracdo geralmente operam em menores pressoes (5-25
bar) e, por isso, esse processo apresenta vantagem econdémica sobre a osmose
inversa (Schaefer et al., 2005; Habert et al., 2006).

A osmose inversa (Ol) é um processo de separagdo em que um solvente &
separado de um soluto por uma membrana permedavel ao solvente e impermeavel ao
soluto. Isso ocorre quando se aplica uma grande pressao sobre este meio aquoso, o
que contraria o fluxo natural da osmose. Esses sistemas devem operar com pressdes
de proximas a 70 bar. (Fell, 1995)

O Quadro 2.1 apresenta algumas aplicagdes para os principais processos de

separagao por membranas que usam gradiente de pressao como forga motriz.

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

Processo Forca Motriz Material Retido Material que  Aplicagdes
Permeia

Microfiltragdo AP (0,5-3 bar) Material em Agua e Esterilizagédo bacteriana;

(MF) suspenséo, solidos clarificacéo de vinhos e
bactérias dissolvidos cervejas; concentragao de

células; oxigenacgéo de

sangue.
Ultrafiltragdo AP (1-10 bar) Coloides, Agua Fracionamento/concentragao

(UF) Macromoléculas. (solvente, de proteinas, recuperacéo

Massa molar >

Nanofiltragao
(NF)

Osmose

Inversa (Ol)

AP (5-25 bar)

AP (15-70 bar)

5000 Da.

Moléculas de
massa molar
média
(500 <MM>
2000) Da.
Todo material
solivel ou em

suspensao.

sais soluveis
de baixa
massa molar.
Agua, sais e
moléculas de
baixa massa

molar.

Agua

(solvente)

de pigmentos/dleos.

Purificacdo de enzimas;

biorreatores a membrana.

Dessalinizagéo
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2.6.3 Polarizagcao por concentragao e fouling

A polarizacdo por concentracdo ocorre porque a membrana tem a
caracteristica de transportar alguns solutos e reter outros em sua superficie (Noble e
Stern, 1995). O acumulo de moléculas na superficie da membrana pode aumentar a
resisténcia do processo de separagao e diminuir o fluxo do permeado. Quando a
formacédo da torta é consideravel, pode haver a formagdo da camada gel (Mulder,

1996), conforme apresenta a Figura 2. 6.

Camada gel
Membrana

——» Difusio de retorno

Permeado o c
i B

#+——— Fluxo Convectivo
i

]

P
| |
Camada limite Fluxo “bulk™
Cp= concentracio no meio liguido (M /L?)
C = concentracio na camada gel (M/L?)

J = fluxo do permeado (bulk) (M /(L*t))

Figura 2. 6 - Perfil da polarizagédo por concentragcéo e formagao 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 deposicao de sdlidos na superficie da membrana (Belfort e Altena, 1983).

E preciso distinguir a concentracdo por polarizacéo de fouling. Concentracéo
por polarizagao € um fendmeno reversivel que ocorre quando 0 processo se inicia e
depois atinge um equilibrio enquanto fouling é frequentemente um processo
irreversivel.

Entretanto, tanto a concentragao por polarizacdo quanto o fouling causam um
aumento na resisténcia ao transporte do solvente e também do soluto. Entdo a
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equacao do fluxo permeado (J) atravées da membrana assume a seguinte forma

(Equacéao 4.1).

Forca Motriz

J= (4.1)

viscosidade.resisténcia total

No caso de microfiltracdo, ultrafiltragdo, nanofiltracdo e osmose inversa, essa

relagdo se apresenta como se segue (Equacao 4.2)

B AP
N. Reot

] onde Ry =Ry +Rq+R,+ R, + Ry, (4.2)

Sendo:

n = Viscosidade aparente do permeado;

R,, = resisténcia intrinseca da membrana;

R, = resisténcia devido a adsorgéo;

R, = resisténcia devido ao blogueio dos poros;

R, = resisténcia devido a formacéao de torta ou camada gel;

R, = resisténcia devido ao fenémeno de polarizagdo por concentragéo;

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

responsaveis pelo decaimento do fluxo.

R p = camada polarizada
R. = camada gel

R, = blogqueio do poro

R, = adsorcio

R,, = membrana

Figura 2. 7 — Resisténcias 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 Modulo de membranas

O mddulo é definido como a unidade fisica, que reune todos os elementos
participantes do processo de separacdo por membranas. Os tipos de modulos mais
comuns sdo: com placas de membrana, tubulares, espirais, com fibras ocas e com
discos rotatérios (Anadao, 2010). A Figura 2. 8 apresenta um desenho esquematico

de um modulo de filtragdo por membranas.

MODULO

alimentacio retentado

|1
l

permeado

-

Figura 2. 8 - Desenho esquematico de um maodulo de filtragdo por membranas.
Baseado em (Cheryan (1998); Baker (2004b); Foley (2013))

2.6.5 Utilizacao de processo de separagao por membranas para produgao de
bebidas

Encontram-se disponiveis na literatura diversos trabalhos que reportam o uso
dos processos de separagdo por membranas na clarificagdo, concentracdo e
purificacdo de compostos bioativos presentes em sucos de frutas e em chas,
especialmente os chas provenientes da planta Camellia sinensis.

Kawakatsu et al. (1995) avaliaram o uso da microfiltracdo e ultrafiltracdo na
clarificacdo do extrato de cha verde e observaram que a redugéo do tamanho do poro
ocasiona a diminuigdo da massa seca obtida no permeado. Por ultrafiltracido houve
rejeicao de 30-50% de pectina, 3-11% de catequinas e 7-11% de cafeina. A membrana
de 30 kDa foi preferida uma vez que apresentou boa reprodutibilidade para a repeticao

do processo de clarificagao.
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No trabalho de Peng Xiang e Shu Ping (2001) os autores avaliaram a
capacidade de permeacao do extrato de cha verde através de um microfiltro ceramico
sob condi¢cbdes de funcionamento diferentes. Neste trabalho foi estudado o efeito dos
parametros de funcionamento tais como a pressédo e a temperatura de filtracdo no
fluxo. Os resultados mostraram que a clarificacdo do extrato de cha verde aumentou
acentuadamente apds um pré-tratamento através da filtracdo com de membrana
ceramica de 0,05 um. Como nao houve efeitos significativos nos indices fisico-
quimicos por condicdo de operacdo, os autores adotaram a maior pressao e
temperatura para a filtracdo de extrato de cha verde.

Todisco et al. (2002) estudaram a retencdo dos compostos fendlicos na
clarificagdo do cha preto com o uso membranas ceramicas e avaliando
simultaneamente os mecanismos de transferéncia de massa. Diferentes condi¢des
operacionais foram empregadas como vazao, temperatura e presséao e, para tal, uma
membrana de 40 kDa foi aplicada.

Tao et al. (2004) avaliaram o efeito da filtragdo por membranas ceramicas no
tratamento de infusdes de cha verde. O estudo mostrou que o fluxo de permeacao da
membrana diminuiu muito na fase inicial e, em seguida, variou suavemente. A anadlise
das taxas de retencio dos principais compostos pela membrana ceramica de 0,2 ym
mostrou que as taxas de retencdao de polifendis, aminoacidos e cafeina eram
relativamente baixas, enquanto que as taxas retengao de proteina e pectina eram
maiores.

No trabalho de Li et al. (2005), os autores avaliaram o uso de resina de
adsorcao no processo de concentragdo de compostos fendlicos presentes no cha
verde. Apos a ultrafiltracdo foi observado mais de 40% dos fendlicos totais no
permeado. Apos a adsorgao com resina o produto final apresentou mais de 90% dos
compostos fendlicos iniciais.

Aragao (2010) estudou a concentragao de compostos bioativos empregando o
processo de micro, ultra e nanofiltragcdo da polpa de caju utilizando membranas
poliméricas. Avaliou a influéncia do tratamento enzimatico sob o fluxo de permeado e
retentado, visando concentrar compostos como fendlicos, acido ascoérbico e
carotenoides. Nas membranas analisadas houve uma retengéo de até 54 % de taninos

e 100% de carotenoides.
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Rao et al. (2011) investigaram o uso da ultrafiltrac&o, silica em gel e quitosana
na clarificagdo do extrato de cha verde. Enquanto o tratamento com silica gel e
quitosana nao reduziu significativamente o teor de proteinas, a ultrafiltracdo
empregando uma membrana de 10 kDa diminuiu o teor de proteinas de 11,36 para
5,86 mg/100 mL. Os autores observaram a estabilizagdo da intensidade da cor e da
concentragdo de compostos fendlicos armazenados sob refrigeragdo durante 60 dias.

Domingues et al. (2014) avaliaram alguns pré-tratamentos (centrifugacao,
liquefagdo enzimatica e quitosana) e a microfiltracdo no processo de clarificagao do
suco de maracuja. Os autores concluiram que a quitosana se mostrou um agente
clarificante eficiente promovendo uma maior redugéo da cor e da turbidez dentre os
pré-tratamentos avaliados. Concluiram ainda que a microfiltracdo 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 ultrafiltragdo assistida por ultrassom na
purificacdo de polifendis provenientes das folhas de cha verde. Na comparacao entre
0S processos com e sem ultrassom, os autores concluiram que o fluxo em estado
estacionario na membrana de 5 kDa foi 4 vezes maior na ultrafiltracdo assistida por
ultrassom do que na nao assistida por ultrassom. Ja na comparagao entre membranas
de ultrafiltracdo de diferentes porosidades os autores concluiram que a membrana de
20 kDa apresentou alta pureza de catequina no permeado (49% de EGCG) e portanto
a mesma foi sugerida para a purificagao de compostos fendlicos a partir de extrato de
cha verde, a fim de garantir grande fluxo de permeado, pureza de compostos fendlicos

e estabilidade do extrato.
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Capitulo 3

Material e métodos

O presente capitulo faz uma abordagem detalhada sobre o material e os
métodos empregados no processamento, caracterizagdo, extracdo, clarificacédo e
purificagdo dos polifendis contidos nas folhas de cha verde. Nesse sentido, a Figura

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

Folhas de cha verde
(secas)
]

} Processamento, { Analise granulométrica

Caracterizacao - -
T Umidade, Cinzas

Butragio | [™Uimssom ]
de polifendis

!
Melhor condicdo de

extracdo
)
[_Quitosana_| [Centrifugaco |
Clarificacdo, { -
Sementes de } Puriﬁca:éio iitragao por
Moringa oleifera membranas
T (PSM)
Melh dicdod
¢ or'con nlcao y Extrato clarificado e
clarificacdo e - S
purificagio PUTTiCaco

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

3.1 Matéria Prima

As folhas de cha verde (Camellia sinensis) da marca Yamamotoyama do Brasil
foram adquiridas no comércio local (Uberlandia - MG, Brasil). Eram folhas secas,

trituradas e vendidas a granel. Em laboratdrio, foi feita a moagem, o peneiramento e
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a classificagao granulométrica. O material final foi colocado em um recipiente plastico

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

3.2 Processamento e caracterizagcao das folhas de cha

3.2.1 Moagem, peneiramento e analise granulométrica

Bateladas de aproximadamente 242 g de cha 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
sequéncia de mesh: 270, 100, 48, 35, 24, 16, 9 e 7, que corresponde,
respectivamente, as 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 didametro medio de Sauter (d,;) € o didmetro da particula cuja
relacao superficie/volume é a mesma para todas as particulas e foi calculado pela

Equacéo (1).

dps = — €Y

Sendo x; a fracado a fragdo massica retida na peneira de didametro d;.

3.2.2 Umidade

A umidade das folhas de cha verde foi determinada por método gravimétrico da
AOAC International conforme descrito por Al-Mentafji (2016). Inicialmente, capsulas
de porcelana foram secas na estufa (Biomatic, Brasil) a 105°C por 1 h. Em seguida,
as capsulas 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 balanga analitica (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 Equacéo (2).

X = ™ x100 @)

Sendo que X representa a umidade da amostra e mo e mrsdo a massa da

amostra antes e depois da secagem em estufa, respectivamente.
3.2.3 Cinzas

A analise 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 capsula 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
sequéncia, resfriou-se as amostras no dessecador até a temperatura ambiente, para
depois serem pesadas para a obtengdo da massa de cinzas. A porcentagem de cinzas

foi determinada utilizando-se a Equacgao (3).
C =—x100 3)

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

(9)-

3.3 Preparo do extrato de cha
3.3.1 Extragao Convencional

Os experimentos de extragdo convencional de polifendis 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 agitacdo magnética (120 rpm) e controle da
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temperatura interna da amostra através de um termdmetro digital, conforme
apresentado na Figura 3. 2. A temperatura experimental considerada era a
temperatura do interior amostra com tolerancia de + 1°C. Além disso, a agitacao
melhora o transporte difusivo do composto bioativo, uma vez que evita que grande

parte das particulas aderissem ao fundo do recipiente.

Figura 3. 2 — Sistema de extragdo convencional

A Figura 3. 3 ilustra as etapas do processo de extragao convencional utilizadas
neste trabalho. Foram avaliadas as melhores condigbes de granulometria, razao cha-

agua, tempo e temperatura para maximizar a extragao de polifendis totais.

1. Determinagdo da 2. Determinagdo da razdo 3. Determinagdo do tempo
granulometria cha-agua e da temperatura

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

A escolha da condig¢ao inicial do processo de otimizagdo da extracdo de
polifendis como mostra o esquema sequencial na Figura 3. 3 baseou-se nos valores
de 80°C por 30 min e 50 g L' conforme sugerido por (Vuong, Golding, et al., 2011) e

(Kumar et al., 2012) respectivamente. As etapas do processo serao descritas a seguir.
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3.3.1.1 Efeito da granulometria na extragao de polifendis

O impacto do tamanho das particulas na extragcao de polifendis do cha verde
foi avaliado em relagdo a concentracao final de polifendis totais no extrato para cada
faixa de tamanho de particula A extracao aquosa foi conduzida a 80°C por 30 min em
uma razdo cha-agua de 50 g L' utilizando particulas 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 razdo cha-agua na extragao de polifendis

A influéncia da razao cha-agua foi analisada variando-a de 10 a 120 g L' para
extragcdes a 80°C por 30 min, determinando-se desse modo a razao cha-agua que
garantisse a melhor eficiéncia do processo sequencial, ou seja, impactando as etapas
de extracao, clarificacao/purificacéo e finalmente a concentragao de polifendis através

da tecnologia de separagao por membranas.

3.3.1.3 Efeito do tempo e da temperatura na extragao de polifendis

Determinou-se o tempo e a temperatura de infusdo ideais para extracao
convencional, ou ainda, os valores de parametros capazes de promover a maior
extragado de tais compostos bioativos evitando a termo degradacéao. O preparo do cha
foi realizado utilizando-se uma razao cha-agua de 50 g L'e variando-se o tempo de

10 a 120 min e a temperatura de 40 a 90°C.
3.3.2 Extragao ultrassoénica

A extracgao ultrassénica foi executada com o auxilio de uma sonda ultrassénica
(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 termémetro digital ligado a
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chapa de agitacao (IKA C — MAG HS7, Brasil) (120 rpm) conforme apresentado na
Figura 3. 4.

Figura 3. 4 — Sistema de extragdo com sonda ultrassénica

Adicionalmente, a Figura 3. 5 mostra as etapas do processo de extragéo
sequencial de polifendis totais com auxilio de sonda ultrassénica efetuadas neste
trabalho. Foram avaliadas as melhores condigdes de razdo cha-agua, temperatura,

amplitude e tempo.

”~

1. Determinagdo da amplitude do ultrassom 2. Determinag¢do do tempo e da temperatura
Planejamento Composto Central

Figura 3. 5 - Esquema do processo de extragao sequencial com sonda ultrassoénica

Para extragao dos compostos bioativos presentes nas folhas de cha verde com
sonda ultrassbnica, conforme a Figura 3. 5, baseou-se a escolha das condi¢des de
extracdo nos valores apresentados na literatura (Segovia et al. (2016); Sharmila et al.

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

Para verificagdo das variaveis significativas e determinagdo da melhor
amplitude de extracdo de extracdo de polifendis e flavondides totais, foi feito um
planejamento composto central (PCC), com trés réplicas no ponto central, com alfa de
ortogonalidade (a = 1,3531) a um nivel de significancia de 95%. Conforme a Tabela
3. 1, para bateladas de 30 min variou-se a temperatura de 22 °C a 83 °C, a razéo cha-
agua de 12a 73 gL' e a amplitude de 23 a 77%.

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

Nivel Temperatura Razao cha-agua Amplitude
codificado (°C) (gL (%)
-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 extragao de polifendis

Similarmente a extragao convencional, determinou-se o tempo e a temperatura
de infusdo ideal para extragdo com sonda ultrassoOnica, ou seja, capazes de extrair a
maior quantidade de polifendis evitando a termo degradagdo. O preparo do cha foi
realizado utilizando uma razao cha-agua de 50 g L', a amplitude de 77% definida
no planejamento experimental e variando o tempo de 10 a 120 min e a temperatura
de 40 a 90°C.

3.4 Clarificagao do extrato de cha verde

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

de clarificar o extrato de cha verde recém-preparado através da extragdo convencional
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na condigdo de 50 g L', 80 °C por 60 min, conforme mostra o fluxograma na Figura

3. 6.

Extrato

Extracio convencional
(50 g L1, 80 °C, 60 min)

v ! }
S © o

Pré-tratamento com
centrifugacio
(8000 rpm, 20 min)

Preé-tratamento
com quitosana

Preé-tratamento com
sementes de Moringa

oleifera (SMO)
' v
Centrifugacio Centrifugacio

(8000 rpm, 20 min)

(8000 rpm, 20 min)

Figura 3. 6 - Procedimentos para clarificagao do extrato de cha verde

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

3.4.1 Centrifugacgao (T1)

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

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

sobrenadante para analise dos parametros estudados.

3.4.2 Quitosana e Centrifugacgao (T2)

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

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

quitosana da polyamar VER) em uma solugado de acido acético 5% (v/v) (Exodo

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

a hidrdlise foi efetuada a temperatura ambiente por 5 h.
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= Hidrolise por 5h ——
Solugdo de quitosana (agitacdo) :> —
(Sigma-Ald rich) em acido 120 rpm Quitosana
acético 5% (v/v) 10gL!

Figura 3. 7 — Preparo da solugdo de quitosana 10 g L

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

203, Brasil) mostrado na Figura 3. 8.

1, N\

3
;-E

Centrifugacdo
(8000 rpm, 20 min,
25°C) (Rao et al.,

2011);

- &

Quitosana: 25-2000 mg L!
—
N

T s o W
e

50 rpm, 20 min

&V e

\ (Domingues et al., 2012)

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

Amostras de 50 mL de cha recém preparadas foram adicionadas a béqueres
de 250 ml, para cada béquer foi adicionado um volume diferente da solucdo de
quitosana 10 g L™, resultando em diferentes concentragdes finais de quitosana (25-
2000 mg L™"). Os parametros de operagao do jar test (Milan® JT-203, Brasil) foram: 50
rpm de velocidade de rotagdo e 20 min de tempo de rotagdo conforme sugerido por
Domingues et al. (2012). Apds o término da agitagao, os extratos com quitosana foram
centrifugados a 8000 rpm e 25°C por 20 min seguindo a recomendacgao de Rao et al.
(2011). Ao final, as aliquotas foram retiradas do sobrenadante para analises

posteriores.

3.4.3 Sementes de Moringa oleifera (SMO) e Centrifugagao (T3)

Como ilustra a Figura 3. 9, foi preparada uma solugao de sementes de Moringa
oleifera (SMO) desengorduradas na concentragédo de 50 g L. Inicialmente efetuou-

se aretirada do 6leo das sementes utilizando-se um aparato de Soxhlet. Para retirada
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do oleo, as sementes de Moringa oleifera (SMO) previamente descascadas e
esmagadas foram colocadas em um Soxhlet com solvente n-hexano (Dinémica,

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

P

Retirada do éleo das
sementes de
Moringa oleifera
(SMO)
com n-hexano (96%)

Figura 3. 9 — Preparo da solugédo de sementes de Moringa oleifera (SMO).

Para os testes com SMO, foi utilizado também um equipamento de jar test.
Amostras de 50 mL de cha recém preparadas foram adicionadas a frascos de
erlenmeyer de 250 mL, para cada erlenmeyer foi adicionado um volume diferente da
solugdo de sementes de Moringa oleifera (SMO) 50 g L, resultando em diferentes
concentragdes finais de SMO (100-10.000 mg L"). Os parametros de operagéo do
shaker foram determinados em duas etapas de agitacéo: a primeira de agitagao rapida
(150 rpm por 5 min) e a segunda de agitacao lenta (30 rpm por 30 min) conforme
sugerido por (Bhatia et al., 2007). Apds o término da agitacdo, semelhantemente ao
tratamento com quitosana, os extratos com SMO foram centrifugados a 8000 rpm e
25 °C por 20 min seguindo a recomendacao de Rao et al. (2011). Ao final as aliquotas

foram retiradas do sobrenadante para andlises posteriores.
3.5 Processos de filtragao por membranas
3.5.1 Médulos e membranas utilizados
A Figura 3. 10 apresenta o esquema do sistema empregado nos processos de

filtracdo do cha verde. Diferentes modulos de membranas foram acoplados ao sistema

apresentado na Figura 3. 10, conforme apresentados a seguir.

30



Capitulo 3 — Material e Métodos

1-Tanque de alimentaggo;

2-Linha de alimentagao;

3-Médulo de filtragio por membranas;
4-Baquer de coleta de permeado;
5-Balanga;

6-Vilvula de controle da linha de saida
de retentado;

7-Bomba; ;
8-Linha de retorno do concentrado;

9-Cilindro de nitrogénio; ‘
10-Vélvula de controle de fluxo de a WJ 9
nitrogénio;

11-Valvula de ajuste de presséo;
12-Manbmetros;

13-Linha de alimentagdo de nitrogénio. g

24 0

Figura 3. 10 — Sistema utilizado nos processos de filtracdo do cha verde.
A Figura 3. 11 apresenta o modulo de inox planar que foi utilizado na

microfiltragdo do cha verde através da membrana comercial (Millipore) plana de

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

G =
> lana

Permeado
—

Figura 3. 11 — Mddulo planar utilizado na microfiltracdo do cha verde.

Um modulo de membranas ceramicas do tipo fibra oca (cartucho) com e sem
revestimento polimérico foram também utilizados na filtracdo do extrato de cha. As
fibras ocas de alumina, produzidas e cedidas pelo Grupo de Pesquisa em Membranas
da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, foram

acopladas a um cartucho produzido em laboratério conforme mostra a Figura 3. 12.
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-

Membranas ceramicas de

alumina do tipo fibra-oca
produzidas e cedidas pelo
grupo de pesquisa em
membranas
FEQUI UFU

Diametro
externo
da fibra
0,22 cm

Conexdo “T"
em PVCde

extremidades filtrante (10 cm)

_— Area filtrante
S F s 27,33 cm?

il | 7
=)

Feixe de 4 fibras ) e
20 mm de primento do - -
dismetro coladas nas médulo (13 cm) Comprimento

——

<: Alimentagdo

I Permeado f

=

[Permeagao de cha JJL_ (Permeado]

=

Fluxo de cha através
da superficie externa

—

Membrana assimétrica
_ ﬂ _ de alumina

A4

=

Fluxo de cha através
da superficie externa

b)

Figura 3. 12 — a) Esquema da construgéo do cartucho para a filtragdo de cha verde,

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

fibra-oca dentro do cartucho.

O cartucho (médulo de membranas de fibra oca) foi construido com um feixe

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

aproximadamente 0,22 cm cada uma. As fibras foram coladas em duas conexdes “T”
de policloreto de vinila (PVC) (Krona de 20 (1/2) NBR 5648, Brasil) usando adesivo
plastico para tubos de PVC (Krona, Brasil), resina acrilica (Vipiflash, Brasil) e trés
jungdes 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 apés 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 area total filtrante das 4
fibras era de 2,7x10-3 m2. O cartucho foi conectado ao sistema de filtragéo, conforme

apresentado na Figura 3. 12.

3.5.2 Microfiltragao

As microfiltracbes foram realizadas com extratos de cha verde recém-
preparados utilizando apenas a centrifugagdo (T1) como etapa de pré-tratamento
macroscopico. As microfiltragdes, tanto para a membrana plana de 0,22 ym (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 3,6x103 e 2,7x10*m? para area de filtragéo e 4,79 cm s™' para a velocidade
de cross-flow (v¢r) para a membrana plana de 0,22 um (S3) e para a fibra oca de
alumina (S4). Para o experimento, colocou-se um volume de 450 mL de extrato de
cha verde dentro do frasco de alimentagdo e o mddulo planar (Figura 3. 11) e o
cartucho (Figura 3. 12) foram conectados ao sistema de filtragédo (Figura 3. 10) para a
execucao das microfiltragdes S3 e S4, respectivamente. Para se interromper os
processos de microfiltragao foi utilizado um fator de concentragao (F.)igual a 1,5.
Esse parametro foi definido pela razdo entre o volume alimentado (Va) € o volume

alimentado (Va) menos o volume permeado (V,), conforme mostra a Equacéo (4).

F. = (4)

3.5.3 Filtragao sequencial

A alimentagado deste processo foi o permeado do processo de microfiltracdo
utilizando a membrana ceramica do tipo fibra oca (S4). A ultrafiltracao foi executada a
1,5 bar, em sistema cross-flow com velocidade de cross-flow (v¢) igual a 4,79 cm s
utilizando um cartucho construido de forma semelhante a 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
inversdo de fase por imersao/precipitagdo seguindo a metodologia de Halek et al.
(2015) com adaptacgdes. Inicialmente uma solugao polimérica foi preparada utilizando
como base Poliéter éter sulfona (PES) MM=58.000 g mol-! (Veradel® 3000 P), Dimetil
acetato (DMAC) (Merk, Brasil) como solvente e Polivinil pirolidona (PVP) MM = 25 g
mol ' (Merk, Brasil) como agente formador de poros. A mistura foi colocada em um
frasco com tampa e mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por
aproximadamente 4 h para completa dissolu¢cao do polimero. As fibras, uma de cada
vez, foram imersas instantaneamente na solucado preparada contendo PES, DMAC e
PVP e, entdo, retiradas e imersas em aproximadamente 150 mL de agua destilada
para a inversao de fase do polimero. Apds a inversédo de fase, todas as fibras foram
retiradas e colocadas conjuntamente em outro recipiente contendo aproximadamente
5 L de agua destilada e mantidas por um dia para a remogao do solvente residual.
Finalmente, as fibras focam condicionadas em estufa a 40°C (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 analise de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) (SEM, Carl Zeiss, EVO MA10) e o
software ImageJ®.

3.5.4 Permeabilidade hidraulica das membranas de filtragao

A determinagao da permeabilidade de cada membrana utilizada nos processos
de filtragao foi feita utilizando agua miliq. Para a membrana plana de 0,22 ym e para
a fibra oca o fluxo foi medido em pressdes que variaram de 0,1 a 1 bar. Ja para a fibra
oca com revestimento polimérico, o fluxo foi medido em pressdes 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 filtragao do cha
Uma vez iniciado o processo de filtragdo, amostras foram coletadas durante
todo o processo de modo a permitir medigao e analise do comportamento do fluxo em

funcdo do tempo de filtragdo. O fluxo foi calculado utilizando a Equacéo (5).

Volume de permeado

Fluxo (L h™'m™2) = (5)

Area da membrana.tempo de coleta

3.5.6 Calculo das resisténcias

As resisténcias foram calculadas de acordo com o modelo de resisténcias em
série como adaptado de Schaefer et al. (2017).

A resisténcia total de uma membrana pode ser calculada pela Equacéo (6):

RT=RM+ RP+ RC (6)

Em que Ry, € a resisténcia hidraulica da membrana, R, € a resisténcia devido

ao entupimento dos poros e R;€é a resisténcia devido a formacdo de torta. A
resisténcia hidraulica da membranaR,, foi determinada por meio da filtragcado de agua
miliq em membranas limpas. Considerando que as outras resisténcias (Rp, R;) séo

nulas neste estagio, R, foi calculada de acordo com a Equacéo (7):

Rp = — — Ry ™)

Sendo que /¢, denota o fluxo permeado de agua destilada apds a limpeza fisica

da membrana.
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3.5.7 Modelagem matematica do fluxo em fungao do tempo

As filtragcdes de cha foram realizadas em operacao cross-flow e, nesse caso,
foi aplicada a modelagem matematica sugerida por Field et al. (1995), conforme

apresentada pela Equacéo (8).

A s
—— 2 = K(] -]
) U= ®)
Sendo K a constante da equacao e J* o fluxo obtido em estado estacionario, ou
seja, apos a estabilizagao do fluxo.
Os valores de n sao fixados conforme o mecanismo de fouling que ocorre
durante o processo de filtragao por membranas, conforme apresentado na Tabela 3.
2.

Tabela 3. 2 — Representagao dos mecanismos de fouling em membranas.

n Mecanismo Representacao Caracteristicas
de fouling

0 Formacao de % As particulas se agregam e formam uma camada
torta - filtrante na superficie da membrana.

1 Bloqueio As particulas se unem umas as outras e
parcial dos C%? % @ bloqueiam parcialmente os poros.
poros

1,5 Bloqueio As particulas sao menores que o tamanho do
interno dos e poro da membrana e ficam retidas na superficie
poros interna da mesma.

2 Bloqueio As particulas sao maiores que o tamanho do poro
completo dos da membrana
poros

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

funcdo do tempo de acordo com a Equacédo (8) de modo a determinar o valor do
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parametro desta equagao. O mecanismo de fouling predominante durante o processo
de filtrac&o foi entdo determinado pelo melhor ajuste dos dados experimentais com
uma das quatro equagdes caracteristicas de cada mecanismo de fouling. Para a
resolugao das equacdes diferenciais aplicou-se o método de otimizagcao de Marquardt
em um programa elaborado em linguagem Fortran cujo passo foi de 102 e uma

precisdo de 108,

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 solugéo de acido
nitrico 5% foi circulada através do cartucho no sentido contrario ao fluxo de permeado
(retrolavagem) por 30 min. O cartucho foi entdo imerso em um béquer de vidro de 600
mL contendo aproximadamente 400 mL de uma solugao de hidréxido de sédio (NaOH)
1% (Impex, Brasil) com 99% de pureza, o conjunto foi inserido em um banho
ultrassonico de 40 Hz de frequéncia (Ultracleaner model 1650A) por 60 min. Entao,
uma nova retrolavagem foi feita com agua destilada por 30 min. Finalmente,
avaliou-se novamente o fluxo de agua pela membrana. Apds o reestabelecimento

de, no minimo, 90% do fluxo inicial de agua, o cartucho poderia ser reutilizado.

3.5.9 Micrografias de MEV e EDS

As amostras das membranas foram inicialmente metalizadas. As analises
morfolégicas foram, entdo, executadas utilizando o Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) (SEM, Carl Zeiss, EVO MA10). Com o auxilio do software ImageJ®
pode-se estimar o tamanho médio dos poros das membranas ceramicas de alumina
do tipo fibra-oca como também a espessura da torta e da camada de revestimento
polimérico. Ja a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (EDS, Oxford, model 51
—ADDO0048) foi feita para a microanalise qualitativa das amostras de modo a identificar
os elementos quimicos presentes apos a filtracdo de cha verde através das

membranas.
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3.6 Analises Fisico-Quimicas

3.6.1 Concentracao de polifendis totais

A concentracéo de polifendis totais foi avaliada conforme metodologia descrita
por Kumar et al. (2012) com adaptagdes. Os autores utilizaram espectroscopia na
regidao do visivel através do método de Folin—Ciocalteu para determinagdo de
polifendis totais em extrato de cha verde. Inicialmente construiu-se a curva de
calibragdo com dez solugdes aquosas de acido galico (EAG) (Vetec, Brasil) com
99,5% de pureza e com concentragdes variando de 0,16 g L-'a 1,00 g L' (Figura A. 1
do Anexo A). Para cada concentracdo coletou-se um volume de 0,05 mL de amostra.
Em seguida, 0,2 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu (Dindmica, Brasil) foram
adicionados. Depois de passados 2 min, 2 mL da solugdo de Na2COs a 10% (mv")
(Dinamica, Brasil) com 99,5% de pureza foram adicionados. A adigdo desta solugéo
foi considerada o tempo zero. O volume total da solugao foi ajustado para 4 mL usando
agua destilada. Apds 1h, os valores de absorbancia foram medidos a comprimento de
onda de 760 nm usando o espectrofotdbmetro UVmini — 1240 Shimadzu. A
concentragao de polifendis totais € dada em miligramas equivalentes de acido galico
por litro. Para medir a concentragao de polifendis das amostras de cha foi necessario
realizar uma diluicdo. Com a amostra diluida realizou-se o0 mesmo procedimento
descrito acima, ou seja, para um volume de amostra de 0,05 mL adicionou-se 0,2 mL
da solucdo de Folin-Ciocalteu (Dindmica, Brasil), 2 mL da solugdo de Na2COs3
(Dinémica, Brasil) com 99,5% de pureza, sendo ao final o volume ajustado para 4 mL
com agua. A absorbancia lida era substituida na equagao da curva de calibracéo e
multiplicada pelo fator de diluicao.

A Figura 3. 13 apresenta a amostra com a coloragado azul correspondendo a

solugao contendo composto fendlico em contato com o reagente Folin-Ciocalteu.

38



Capitulo 3 — Material e Métodos

3.6.2 Concentragao de Flavondides

A concentragdo de flavondides no extrato de cha verde foi determinada
conforme a metodologia de Karadeniz (2005) com adaptagdes. Solugdes de rutina (R)
(10 - 200 pg (mL)™") (Meta Quimica, Brasil) com pureza de 100% foram utilizadas para
construgéo da curva de calibragao (Figura A. 2 do Anexo A). Para cada concentragéo
coletou-se um volume de 0,5 mL de amostra. Em seguida, 0,3 mL de solugéo 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 AICI3 (10%) (Vetec, Brasil) com
99,5% de pureza e finalmente apds 6 min 2 mL da solucédo de NaOH (1 M) (Impex,
Brasil) com 99% de pureza foram adicionados em cada tubo. A solugéo foi agitada
vigorosamente e a absorbancia foi lida imediatamente no comprimento de onda de
510 nm usando o espectrofotdmetro UVmini — 1240 Shimadzu. Todas as amostras
foram analisadas em ftriplicata. A Figura 3. 14 apresenta a amostra com a coloragéo

laranja devido ao contato dos reagentes com os flavondides presentes na solugao.

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

reagente Folin-Ciocalteu

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

reagentes.
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3.6.3 Turbidez

A turbidez foi medida com o auxilio de um turbidimetro Tecnopon TB-1000 em

unidades nefelométricas de turbidez (NTU).
3.6.4 Sdlidos Totais

Para determinar a concentracado de solidos em cada solu¢cdo, uma amostra de
cha foi coletada e a mesma foi levada para uma estufa onde ficou por 24 h a 105°C.
Apds 24 h, a massa final de solidos foi medida em uma balanga analitica e a

concentragéo de sdlidos foi calculada utilizando a Equacéo (9) e a Equacgéo (10).

massa do béquer) (massa do béquer) ©)

Massa de sélidos na amostra (mg) = (

com a amostra Seco

massa de sélidos na amostra (mg)

(1)

C tracao de solid LY =
oncentracio de s6lidos (mg L™1) colume da amostra

3.6.5 Analises cromatograficas

Os padrdes utilizados nesta etapa foram: Acido galico, Cafeina, Galato de -(-)
epigalocatequina (EGCG), Catequina (C), (-)-Epicatequina (EC) e (-)-Epigalo
catequina (EGC). Todos os padrdes e reagentes foram analiticamente puros e foram
adquiridos da empresa Sigma. Nas analises 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 ym de dimensao 25 cm por 4,6 mm adquirida
da Supelco. Aplicou-se uma vazao da fase mével de 1,0 ml min-!, temperatura de
30°C, comprimento de onda de 270 nm e foi injetado um volume de 20 pL de amostra.
A fase movel utilizada foi: metanol/agua/ acido ortofosforico na propor¢cao de

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

Os chas de Caméllia sinensis podem formar complexos entre os polifendis e
outros compostos de maior peso molecular como as proteinas. Nessa perspectiva,
garantir a estabilidade do cha enquanto bebida é uma grande preocupagédo na
industria de bebidas e por isso tem chamado a atencdo dos pesquisadores
(Subramanian et al. (2014). Nesse sentido, determinou-se a estabilidade dos chas e
dos permeados dos processos de micro e ultrafiltracido através dos parametros
turbidez e concentracdo de polifendis totais. Os dados foram colhidos no dia que a
solugao foi obtida (dia zero “0”) e, em seguida, os permeados foram colocadas sob
refrigeracado, por volta de 5°C e os parametros foram medidos depois de 7, 14, 21 e
30 dias.

3.6.7 Estimativa da formagao do tea cream

Os sdlidos do tea cream (particulas insoluveis na agua a baixas temperaturas)
foram determinados apds o extrato ficar 16 h sob refrigeragéo (aproximadamente a
5°C) conforme Chandini et al. (2012). Ap6s este periodo, o extrato foi centrifugado por
20 min utilizando uma rotacao de 5600 rpm para remover os solidos insoluveis e obter
a quantidade de sélidos soluveis no sobrenadante. A diferenca entre a quantidade de
sélidos na amostra e no sobrenadante determina o quanto do tea cream foi formado

no resfriamento. A Equacgao 11 foi utilizada para este calculo.

(sélidos no extrato) — (s6lidos no sobrenadante)
Tea cream (%) = — (11)
(solidos no extrato)

3.7 Analise estatistica dos dados

A metodologia da superficie de resposta foi empregada para o tratamento de
dados nesse trabalho. Por meio dessa metodologia, a extragdo ultrassénica de
polifendis e flavondéides péde ser adequada a uma superficie de resposta baseada em
um modelo de 22 ordem (Marquez, 2007; Domingues, 2011). Essa modelagem

permitiu verificar a existéncia de uma combinacao entre as variaveis analisadas que
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fornecesse uma regido 6tima ou mais favoravel a extragdo. Os niveis das variaveis

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

X- X,
Xn = 5% (12)

X41—Xq
2

Sendo:
e Xnhé€ o valor da variavel no experimento na forma codificada; X é o valor
real da variavel a ser calculado;
e Xo € o valor real da variavel no ponto central,;
e X4 é o valor real da variavel no nivel superior; X é o valor real da variavel

no nivel inferior.

Neste tipo de planejamento, cada variavel é estudada em 5 diferentes niveis (-
a,-1, 0, 1 e +a). Foi utilizado o valor de a de ortogonalidade, de modo a se obter um
planejamento em que a matriz de variancia e covariancia seja diagonal, sendo os
parametros estimados ndo sao correlacionados entre si. A equagao do modelo
polinomial de segunda ordem obtido pelo método de regressao multipla € apresentada

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

k k k k
Y = bO + Z b]x] + Z Z bjl-xl-xl- + Z b]] sz (13)
=1 j=1

j=1i=1

A partir da equagao do modelo, pode-se encontrar o valor de um ponto critico,
denominado ponto estacionario, dado por x0 = -(1/2)B-'b, em que B é a matriz (k x k)
na qual a diagonal principal € composta pelos coeficientes dos termos quadraticos da
Equacéo (13) e os termos fora da diagonal sao correspondentes aos coeficientes das
interagdes divididos por 2. Seguindo a relagao aij = aji = XiXj/2. A matriz b € a matriz
coluna formada pelos coeficientes associados as variaveis isoladas. O sinal das raizes
caracteristicas da matriz B, A1,2...k fornecem a informacgéao sobre a natureza do ponto

estacionario xo, que pode ser:
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e Um ponto de onde a superficie de resposta atinge um
valor maximo, caso todas as raizes A«<0;

e Um ponto de onde a superficie de resposta atinge um
valor minimo, caso todas as raizes A>0;

e Um ponto de onde a superficie de resposta ndo atinge
um valor maximo nem minimo, denominado “ponto de

cela”, caso as raizes A« tenham sinais diferentes.

As analises estatisticas dos dados foram efetuadas utilizando-se o software
Statistica 7.0 (Statsoft, EUA). A significancia das variaveis foi avaliada considerando-
se efeitos com nivel de significancia de 5%.

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

com nivel de significancia de 5%.
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Capitulo 4

Resultados e discussao
4.1 Caracterizacao das folhas de cha verde
4.1.1 Moagem, peneiramento e analise granulométrica

Apds a moagem da amostra de folhas cha fez-se o peneiramento da mesma
em conjunto de peneiras que apresentavam a sequéncia de mesh: 7, 9, 16, 24, 35,
48, 100 e 270. Os dados da distribuigdo granulométrica obtidos sdo apresentados na

Tabela 4. 1

Tabela 4. 1 - Distribuigdo granulométrica de amostra de folhas de cha verde

Faixa de Massa Porcentagem

Mesh d#(mm) particulas retida(g) retida (%)

7 >2,83 >2,83 0+02 0+02

9 2,19 2,19-2,83 1,310 0,54+0,01
16 1,19 1,19-2,19  34,80+1,1°  14,3710,44°
24 0,74 0.74-1,19  36,69+1,3° 15,15+0,55°
35 0,50 0,5-0,74 63,6711 26,30+0,39¢
48 0,32 0,32-0,5 37,85+1,9°  15,63+0,78°
100 0,15 0,15-0,32  44,91+1,5¢  18,55+0,63°

270 0,05 0,05-0,15 16,60+2,3f 6,86+0,941
Fundo <0,05 <0,05 6,27+0,39  2,59+0,149

Massa total 242.09+0

Os valores médios indicados por uma letra diferente, sdo significativamente diferentes para o
teste de Tukey (p<0,05)

Pela Tabela 4. 1 observa-se que ndao 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 didmetro médio de Sauter calculado pela Equacgao (1) é 0,54 + 0,02 mm. O
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comportamento de porcentagem retida das amostras de cha de particulas na faixa de
0,15-0,32 e de 0,32-0,5 mm desse trabalho esta semelhante ao observado por
Hossain e Mori (2013) que estudaram a distribuicdo do tamanho de particula em
amostras de cha preto.

As curvas de ajuste dos modelos matematicos de distribuicdo granulométrica
acumulativa do experimento de peneiramento de amostra de cha verde sao
apresentadas na Figura 4. 1. A distribuicdo 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 determinagéo (R?) 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.

1,2 -
GGS: R2=0,9331
RRB: R2=0,9979
s I 7| s1G: R2=0,9952 24 *
©
Y 23
=} |
2 0,8
§ .
o 0:6 7 & Experimental
i)
d 0,4 - A GGS
0
o ¢ RRB
= 0,2 A )
24 SIGMOIDE
0 L T T T T T T T T T T T 1

0 0,250,50,75 1 1,251,51,75 2 2,252,52,75 3
Tamanho de particula (mm)

Figura 4. 1 — Ajuste dos modelos de distribuicdo granulométrica acumulativa do

peneiramento de amostra de cha verde.

Murthy e Manohar (2013) efetuaram a modelagem matematica da distribuicao

de particulas de gengibre moido e observaram que o modelo RRB apresentou o
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melhor ajuste para a distribuicdo granulométrica acumulativa, com o maior valor de

coeficiente de determinagéo (R?).

4.1.2 Umidade e cinzas

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

diferentes faixas de tamanho de particula sdo apresentados na Tabela 4. 2.

Tabela 4. 2— Teores de umidade e cinzas em amostras de cha verde

Tamanho de Teor de Teor de
particula (mm) umidade (%) cinzas (%)
<0,05 6,120,042 4,93+0,042
0,05-0,15 6,50+0,06" 4,81+0,012 b
0,15-0,32 6,94+0,03° 4,690,000 ©
0,32-0,5 7,22+0,034 4,66+0,03¢
0,5-0,74 7,18+0,03¢ 4,67+0,04¢
0.74-1,19 7,42+0,04¢ 4,70+0,08" ¢
1,19-2,19 7,36+0,05% ¢ 4,68+0,01b¢
2,19-2,83 7,45+0,03¢ 4,65+0,01°¢

Cha nao moido 7,31+0,05%¢ 4,69+0,02b ¢
Os valores médios indicados por uma letra diferente, séo significativamente diferentes para o
teste de Tukey (p<0,05)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da portaria n°
519/98 (revogada pela RDC 277/05) estabelece que o teor maximo de umidade e de
cinzas totais em amostras de cha 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%; ja os
teores de cinzas, de 4,65 a 4,93%. Nesse sentido, os valores encontrados nesse
trabalho para todos os tamanhos de particula respeitam os limites preconizados pela
legislacao. Verifica-se aainda pela Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. que,
apesar da faixa de variagdo dos percentuais (m/m) de umidade e cinzas ter sido
pequena, o teste de Tukey (p<0,05) aponta diferencas significativas (p<0,05) para

esses parametros entre a maioria das fragbes granulométricas estudadas. Isso é
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explicado pelo fato de cada faixa de tamanho de particula apresentar diferentes partes
da planta conforme mostra a Figura 4. 2. Em outras palavras, constatou-se que a n&o
homogeneidade nas diferentes fragées do material analisado (folhas de cha) 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
contaminagao por fungos, a degradagdo dos compostos ativos presentes na erva,
além de representar um risco alimentar ao consumidor. Firmino (2011) verificou a
qualidade de diferentes marcas comerciais de cha 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 estdo muito proximos daqueles

encontrados nesse trabalho.
4.2 Extragao de Polifendis
4.2.1 Extragao Convencional
4.2.1.1 Efeito da granulometria
A Figura 4. 2 apresenta as amostras moidas e peneiradas juntamente com a
amostra de cha verde nao moido que se refere a amostra comercial ndo peneirada.

As mesmas foram utilizadas nas infusbes para a seleg¢do da granulometria que

forneceu a maior concentragao de polifendis (mgeac L™).

Cha nio
moido 2.19-2 83mm 1.19-2.19mm 0, 74-1_,1%mm

O, 5-0,74mum 0.32-05mm 0.15-0_32mm 0.05-0.15mm =<0, 05mm

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

tamanho de particulas.
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A Figura 4.3 apresenta as concentragdes de polifendis totais medida no filtrado
para o cha ndo moido e para as faixas de tamanho de particula obtidas no

peneiramento.

10000 o c c
b 2 ]
9000 d b
8000 a =
7000 e
6000 ] f

5000
4000
3000
2000
1000

Concentragdo de Polifendis Totais
(Mgeag L)

<0,05 0,05-0,15 0,15-0,32 0,32-0,5 0,5-0,74 0,74-1,19 1,19-2,19 2,19-2,83 >2,83 Chanio
moido
Tamanho de particula de cha (mm)
Figura 4.3 - Polifendis totais em fungdo do tamanho das particulas (extragbes
realizadas a 80°C, 50 g L', 30 min.). Os valores médios indicados por uma letra

diferente, sao significativamente diferentes para o teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com a Figura 4.3 observa-se a influéncia do tamanho da particula
no rendimento da extragao de polifendis totais das folhas de cha verde. Pelos dados
e aplicando o teste de Tukey (p<0,05) constata-se que n&o houve diferenca
significativa para a concentracéo de polifendis para a faixa de particulas entre 0,15 e
0,74 mm. Outrossim, essa faixa permitiu a extragdo de maior concentracdo de
polifendis, aproximadamente 9000 mgeac L™'. Particulas mais finas e menores que
0,15 mm e particulas maiores na faixa de 0,74-2,83 mm levaram a extragao de
menores concentragdes de polifendis (mgeac L'). No caso das particulas menores
que 0,15 mm isso ocorreu devido a tendéncia de formacdo de aglomerados em
particulas finas, esses diminuiram a superficie de contato entre a agua e o cha. Além
disso, os aglomerados, mesmo sob agitagao, se depositaram no fundo do recipiente
dificultando assim a difusdo, dos compostos bioativos da matriz vegetal para o
solvente. Essas observagdes vém ao encontro de conclusdes 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 redugao do tamanho da particula pode
melhorar a eficiéncia de extracdo até que se constate a diminuicdo do transporte
difusional através do solvente. Ja no caso de particulas maiores, na faixa de 0,74 a
2,83 mm, a reducdo na concentracdo de polifendis pode ser explicada pela maior
presenca de partes mais duras das folhas como as nervuras e o peciolo. Essas partes
das folhas, conforme mostra a Figura 4. 2, foram mais dificeis de serem trituradas
durante a moagem e apresentaram menor concentragao de polifendis que em outras
regides mais moles da planta como o limbo foliar. Com efeito, O Faraj et al. (2015)
observaram que o conteudo de compostos fendlicos varia para diferentes partes da
planta Camellia sinensis.

Para esse trabalho selecionou-se uma mistura de folhas de cha moidas e
retidas nas peneiras de meshes 35, 48 e 100, ou seja, particulas entre 0,15 e 0,74
mm. Essa faixa de particulas, além de permitir maior extracdo de polifendis totais,
corresponde a aproximadamente 60,5% da massa total de cha retida durante o
peneiramento. Isso indica que esse experimento de analise granulométrica do cha
verde mostrou-se efetivo, tanto em termos de encontrar a melhor faixa de tamanho de
particulas que garanta a maior extracdo de polifendis, quanto em termos de
aproveitamento de matéria prima.

No trabalho de Vuong, Golding, et al. (2011), os autores estudaram o efeito do
tamanho das particulas na extragcdo de tanino do cha verde e observaram que o
rendimento da extracdo foi maior e significativamente diferente de um cha néo
processado para a faixa granulométrica entre 0,5 e 1 mm, o que esta proximo, em
termos de tamanho de particula, do encontrado nesse trabalho. Hu et al. (2016)
estudaram os mecanismos para a captura eficiente de componentes do cha e
verificaram que a extragao de catequinas totais e cafeina aumentou significativamente
com a reducao do tamanho da particula, especialmente quando etanol foi usado como
solvente. Quando os autores utilizaram agua como solvente, verificaram que os
maiores valores para extracao de cafeina e catequinas sdo obtidos para o mesh 100.
Contudo, se o objetivo for uma baixa extracao de cafeina, o mesh 8 é mais adequado.
Ja quando empregaram o mesh 45, obtiveram valores intermediarios tanto para

extragao tanto de cafeina quanto para extragado de catequinas totais.

49



Capitulo 4 — Resultados e discussao

4.2.1.2 Efeito da razao cha-agua

A razdo entre as quantidades da matriz vegetal e do solvente pode influenciar
a eficiéncia de extracdo de compostos bioativos (Stamatopoulos et al., 2013,
Jovanovi¢ et al., 2017). Existem diversos trabalhos na literatura que reportam a
concentracdo de compostos bioativos em relacdo razao material-solvente, mas existe
uma caréncia de estudos que apresentem as diferencas, em termos praticos e de
processo, entre expressar a concentragdo de compostos bioativos em mg g-' ou em
mg L-'. A Figura 4. 4 apresenta os perfis de concentragéo de polifendis em mgeac g
e em mgeac L' em fungdo da razdo cha-agua. Nota-se que os maiores valores de
concentragéo de polifendis em mgeac g'e mgeac L' séo encontrados em menores e
em maiores valores de razdo cha-agua, respectivamente. Quando a concentragéo é
expressa em mgeac g, para maiores concentragbes de polifendis tem-se a
economia de cha, entretanto, nesse caso maiores volumes de solvente séao
requeridos.

A agua 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 ndo € uma solucio trivial e
barata e, ainda, o volume maximo operacional € uma constante normalmente
definida no projeto da unidade. Além disso, grandes volumes de solvente
demandam alto custo energético no aquecimento e especialmente na remogao
desse solvente quando um produto final seco é desejavel. Ainda, extratos muito
diluidos podem reduzir a eficiéncia de uma eventual etapa posterior de separagao,
por membranas por exemplo, para purificagéo e concentragcdo de polifendis. Por
outro lado, quando a concentragdo é expressa em mgeac L', tem-se uma redugéo no
volume do solvente e consequentemente do reator, porém demanda-se um maior

gasto de cha para a obtengcdo de uma maior concentracao de polifendis.
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Figura 4. 4 Concentragao de Polifendis em mgeac g' € em mgeac L' em fungdo da

razao cha-agua para extragdes realizadas a 80°C por 30 min.

Para esse trabalho, apds a analise dos perfis de concentragao apresentados
na Figura 4. 4 e considerando a abordagem feita anteriormente, a razdo cha-agua
intermediaria de 50 g L' equivalente a 20:1 mL g foi escolhida como a melhor
condicao de modo a favorecer tanto a etapa de extracao quanto a etapa subsequente
de purificagao e concentragao de polifendis através do processo de separagao por
membranas, visando a um processo sequencial mais eficiente. Resultados
encontrados na literatura corroboram o obtido nesse trabalho. Vuong, Stathopoulos,
et al. (2011) concluiram que a razao cha-agua de 50 g L' foi a melhor para a extragéo
de catequinas das folhas de cha verde. Kumar et al. (2012) estudaram quatro
diferentes razdes cha-agua (100, 67, 50 e 40 g L") e observaram que 50 g L foi a

melhor razdo cha-agua para extragao de polifendis do cha verde.
4.2.1.3 Efeito do tempo e temperatura

Examinou-se a influéncia da temperatura e do tempo na extracao de polifendis

presentes no cha verde, conforme apresentado na Figura 4. 5.
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Figura 4. 6 — Perfis de concentragéo de polifendis totais em fungdo da temperatura e

do tempo de infusdo para extragdes convencionais realizadas a 50 g L.

Nota-se pela Figura 4. 6 que a concentragdo de polifendis apresenta uma
tendéncia de aumento com o tempo até cerca de 60 min para as temperaturas de
40°C, 60°C e 80°C, enquanto que a 90°C apds 40 min a concentragao de polifendis
comeca a diminuir. Para o experimento realizado a 90°C por 60 min tem-se uma
reducao de 15,64% na concentragao de polifendis em relagdo a temperatura de 80°C.
Essa redugao pode ser explicada pela degradagao térmica dos compostos fendlicos
quando expostos a temperaturas elevadas por tempos prolongados. Vuong,
Stathopoulos, et al. (2011) concluiram que extragcbes aquosas com temperaturas
superiores a 80°C podem levar a epimerizagdo das catequinas presentes nas folhas
de cha verde. Ainda por meio da Figura 4. 6 observa-se uma tendéncia de
estabilizacdo dos perfis de concentracdo de polifendis totais nas temperaturas
analisadas para tempos superiores a 60 min. Para Sousa et al. (2016) a estabilizacao
foi observada a partir de 60 min, ja para Kumar et al. (2012) a constancia na
concentragao na extracao de polifendis totais do cha verde ocorreu por volta dos 50
min. Esses resultados estdo muito proximos dos encontrados nesse trabalho
conforme apresentado na Figura 4. 6. Dessa forma, de modo a garantir uma extragao

de polifenois eficiente com um menor gasto de tempo e energia, para este estudo, a
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melhor condicdo para a temperatura de extracédo foi 80°C para tempos de 60 min.
Para a razdo cha-agua de 50 g L' utilizada neste trabalho, foi obtida uma
concentragdo de polifendis de 10686 mgAG L-', representando 21,37% da
concentragao de folhas iniciais. De acordo com Todisco et al. (2002), para o cha verde
€ esperado encontrar uma concentracdo de compostos fendlicos de 10 a 25% da
concentragdo de folhas de cha. Uma comparagdo da porcentagem de polifendis
presentes no extrato de cha verde para diferentes estudos é feita pela Tabela 4. 3.

Segundo a o valor encontrado nesse trabalho esta muito préximo da faixa
encontrada por Todisco et al. (2002) e por outros trabalhos na literatura como Perva-
Uzunali¢ 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 polifendis totais apos o processo de extracao

convencional para diferentes trabalhos.

Autor Razdo Temperatura Tempo Concentracdo Porcentagem
agua- de Infuséo de de Fendlicos de polifendis
cha mL (°C) Infusdo totais (mg L") totais
g’ (%)

Neste 20 80 60 10685 21,37
trabalho
Sousa et al. 10 75 60 6520 6,52
(2016)
Kumar et al. 20 80 100 3750 7,5
(2012)
Angshuman 20 60 - 3860 19,3
Bharadwaz
(2012)
Rao et al. 100 60 20 1090 10,9
(2011)
Perva-
Uzunali¢ et 40 80 120 4780 19,10
al. (2006)
Xia et al. 33 85 15 7273 22,04
(2006)

4.2.2 Extragao com uso de sonda ultrassénica

4.2.2.1 Planejamento Experimental

A Tabela 4. 4 apresenta o Planejamento Experimental para identificagdo da

significancia entre variaveis T=Temperatura (°C), R = razdo cha-agua (g L") e A =

Amplitude do ultrassom (%) para as respostas polifenois totais CP Y1 (mgeac L") e

flavonoides CF Y2 (mgr L).
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Tabela 4. 4 - Resultados do planejamento composto central (PCC) da extragdo com

sonda ultrassénica para polifendis e flavonéides.

Variaveis Resposta
X1 X2 X3 Y1 Y2

E T(°C) R(glL" A (%) CpP* 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 2524,431+19
4 -1(30) 1(65) 1(70)  9826,96+60 2670,54+10
5 1(75) -1(20) -1(30) 5803,46145 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) 6324,28452 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) 9626,651+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

Valores séo expressos como média + desvio padrdo. E= Experimento, T = Temperatura (°C), R = cha-
agua (g L"), A = Amplitude (%), CP = Concentragdo de Polifendis (mgeac L"), (%), CF =

Concentragio de Flavonoides (mgr L") para um tempo de extragdo de 30 min.

De acordo com a Tabela 4. 4, os maiores valores de concentracao de polifendis
e flavonoides foram obtidos para a condigdo 75°C, 65 g L' e amplitude de 70%,
fornecendo 11938, 87 mgeac L' para polifendis e 3520,55 mgr L' para flavonoides.

A partir da analise estatistica das respostas da matriz do planejamento

experimental (Tabela 4. 4), foram gerados graficos de pareto (Figura 4. 7) para
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verificar a significancia da temperatura, razdo cha-agua e amplitude e suas interagdes
nas respostas concentragdo de polifendis (mgeac L!) e concentragéo de flavondides

(mgr L") com sonda ultrassénica.
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Figura 4. 7 - Graficos de pareto para polifendis para a representagédo das variaveis
da extragdo com sonda ultrassénica, (a) concentragao de polifendis e (b)

concentragao de flavondides.

Como pode ser observado na Figura 4. 7, o efeito linear da razado cha-agua foi
0 que mais influenciou na extracdo tanto de polifendis quanto na extracdo de
flavondides e seu efeito foi positivo, seguida da variavel temperatura linear com efeito
positivo. As Equacdes 1 e 2 apresentam os modelos estatisticos para a resposta de
concentragao de polifendis totais (Y;) e concentragao de flavonoides (Y,) a um nivel

de significancia (a) de 95 %.

Y; =9039,34 + 1132,73X, — 413,59X7 + 2778,97X, — 854,33X% + 346,21X; (1)

R? = 0,99057
Y, = 2627,59 + 341,52X; — 208,54X}? + 818,28X, — 346,46X% + 103,68X; (2)
R? = 0,98473

Os valores dos coeficientes de determinagéo R? iguais a 0,99057 e 0,98473
mostram que tanto o modelo para polifendis quanto o modelo para flavonoides foram

significativos para representarem as respostas esperadas. Desta forma, superficies
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de resposta baseadas nos modelos foram geradas para representar os dados
experimentais da extracdo de polifendis (Figura 4. 8) e flavonoides (Figura 4. 9) em

funcdo das variaveis independentes significativas (temperatura, razdo cha-agua e
amplitude).
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Figura 4. 8 - Superficies de resposta para extragéo de polifendis (mgeac L) : (a)
temperatura em fungao da razado cha-agua e (b) temperatura em fungao da

amplitude

De acordo com a Figura 4. 8, o valor mais adequado para concentragao de
polifendis foi encontrado na regido de razdo cha-agua no nivel +1,35 (73 g L),
temperatura no nivel +1,35(83°C) e amplitude +1,35 (77%).
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Figura 4. 9 - Superficies de resposta para extragéo de flavonoides (mgR L") : (a)
temperatura em fungao da razdo cha-agua e (b) temperatura em fungao da

amplitude.

Através da Figura 4. 9, verifica-se que o comportamento da superficie de
resposta para a extragao de flavonoides foi similar a de polifendis, com os melhores

valores de flavonoides na regido de razdo cha-agua no nivel +1,35 (73 g L),
temperatura no nivel +1,35 (83°C) e amplitude no nivel +1,35 (77%).

Como nao houve otimizagao dentro do intervalo experimental recorreu-se a
desejabilidade estatistica, conforme a Figura 4. 10 a) e (b). Nos eixo horizontal e

vertical tém-se a representacdo dos parametros (temperatura, razdo cha-agua e

amplitude) e das respostas respectivamente (polifendis totais e flavonodides).
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Perfis para valores preditos e desejabilidade
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Figura 4. 10 - Perfis para valores preditos e desejabilidade para: a) polifendis e b)

flavonoides.
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Na Figura 4. 10 a) IlI) e Figura 4. 10 b) Il), na representacdo qualitativa das
respostas (eixo vertical), os valores mais desejaveis sdo 1,000 para polifendis e
0,95082 para flavondides. Em outras palavras, isso indica que quando a curva (em
verde) encontra-se com a linha tracejada (em vermelho) do valor qualitativamente
desejavel, 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 condigdes de temperatura (X4), razédo
cha-agua (X2) e amplitude (X3) para as respostas concentragdo de polifendis totais
(Y;) e concentracdo de flavonoides (Y,). De acordo com Figura a) (l), a melhor
condigdo para a extragéo de polifendis foi 83°C, 73 g L' e amplitude de 77% obtendo
o valor 12.953 mgeac L. Ja através da Figura 4. 10b) (I), a melhor condigdo para a
extragdo de flavonoides foi 71°C, 67 g L' e amplitude de 77% obtendo o valor de
3387,5 mgr L.

Entretanto, a maior utilidade da desejabilidade estatistica nesse trabalho é para
se encontrar a condi¢do que, conjuntamente, favorega tanto a extragao polifendis
quanto a extracao de flavonodides. A Figura 4. 11 representa a intersegcao das faixas
de desejabilidade da Figura 4. 10. Além disso, sdo mostrados os melhores valores
individuais para cada faixa e os melhores valores de temperatura, razdo cha-agua e
amplitude para a concentragao de polifendis e flavonéides ao mesmo tempo. A melhor
condicdo para extracao de polifendis e flavonoides foi temperatura de 77°C, razéo

cha-agua de 73 g L' e amplitude 77%.
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Figura 4. 11 - Faixas de desejabilidade para polifendis e flavondides em fungao da

temperatura, razdo cha-agua e amplitude.

Horzi¢ et al. (2012) estudaram a influéncia da amplitude da sonda ultrassénica
na extracdo de compostos bioativos das folhas de Camélia sinensis, medindo a
temperatura instantdnea, e encontraram que a amplitude de 80% proporcionou o
maior rendimento da extragao de polifendis. O resultado encontrado pelos autores é
diferente desse trabalho para o cha verde e pode ser explicado devido ao fato do
controle temperatura aqui empregado. Como no trabalho de HorzZi¢ et al. (2012) o
aquecimento da solucao foi promovido apenas pela sonda ultrassénica, quanto maior
era amplitude, naturalmente maior era a temperatura. Portanto o fato de os autores
terem encontrado melhores valores de compostos fendlicos a 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 influéncia
do ultrassom e do ultrassom em conjunto com micro-ondas para extracao de licopeno
de tomates e no caso do ultrassom encontraram condigdes 6timas de extracéo a 86,9

°C e 29,1 min.
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A verificagdo do comportamento das variaveis temperatura, razédo cha-agua e
amplitude através do planejamento experimental foi util para a compreensdo do
impacto que esses fatores exercem sobre o rendimento da extracdo quando
analisados conjuntamente. Como pdde ser notado, o tempo ndo foi incluido no
planejamento experimental e, similarmente a extracdo convencional, perfis da
concentragdo em fungédo do tempo e da temperatura foram tragados. Essa estratégia
baseou-se no fato de que, na extracdo convencional, a temperatura acima de 80 °C
favoreceu o rendimento de polifendis apenas até 40 min de infusdo (Figura 4. 6).
Nessa perspectiva, a determinacdo do comportamento cinético da extragcao de

polifendis fez-se importante, conforme apresenta a Figura 4. 12 .

4.2.2 Efeito do tempo e temperatura

O perfil de concentracao de polifendis em funcédo do tempo e da temperatura é
apresentado na Figura 4. 12. A condig&o que forneceu o maior valor para extragcéao de
polifendis (10.731 mg L") a partir de uma razéo cha-agua de 50 g L™ foi & 90°C por
10 min (Figura 4. 12). Esse resultado confirma aqueles obtidos através dos graficos
de pareto do planejamento estatistico (Figura 4. 7), que indicam que a temperatura
exerce efeito positivo dentro da faixa experimental de 22 a 83 °C para um tempo de
extracéo de até 30 min. Porém, é reportado na literatura que a extragao de compostos
bioativos a temperaturas mais amenas favorecem o cha como bebida, preservando
caracteristicas sensoriais importantes como aroma, cor e sabor, além do seu conteudo
nutricional (Zhang et al., 1998; Xia et al., 2006). A extracao ultrassOnica se justifica

entdo como uma alternativa eficaz na producao de extratos de melhor qualidade.
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Figura 4. 12 - Perfis de concentragao de polifendis totais em fungao da temperatura
e do tempo para extragbes com sonda ultrassonica realizadas a 50 g L' e 70% de

amplitude.

Ainda de acordo com a Figura 4. 12, a extragdo com auxilio de sonda
ultrassdnica na condigdo de 50 g L', 60°C e 20 min, fornecendo 10.508 mgeac L' de
polifendis totais, pode, alternativamente, ser empregada em substituicdo a extragao
convencional na condigédo de 50 g L', 80°C e 60 min que fornece 10686 mgeac L' de
polifendis. A Tabela 4. 5 apresenta a comparagao desse trabalho com o de Xia et al.
(2006).

Observa-se pela Tabela 4. 5 que a mesma temperatura de 60°C e com um
tempo reduzido em 20 min este trabalho apresenta uma concentragado de polifendis
por litro de cha 28,81% maior que Xia et al. (2006). Além disso, apresenta uma
percentagem de polifendis totais muito préxima a encontrada pelos autores. Isso
mostra a eficacia da sonda ultrassdnica na producédo de um extrato de cha verde em
temperaturas mais amenas (aproximadamente 60 °C) e com bom rendimento de

polifendis totais.
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Tabela 4. 5 - Porcentagem de polifendis totais apos o processo de extragdo com

ultrassom para diferentes trabalhos.

Autor Razao Temperatura Tempo de Concentragdo Porcentagem
agua-cha de Infusdo Infuséo de polifendis  de polifendis
(gL . totais totais
(°C) (min)
(mg L) (%)
Neste 50 60 20 10508 21,02
trabalho
Xia et al. 30 60 40 7481 24,93
(2006)

Apesar da extragao com sonda ultrassénica a 60 °C por 20 min ter se justificado
e mostrado rendimento semelhante a extragdo convencional a 80 °C por 60 min, a
extracdo convencional a 80°C por 60 min foi utilizada nas etapas subsequentes, pois
se mostrou mais pratica operacionalmente, principalmente na produgao de maiores
volumes de extrato (2 L) (scale-up). As caracteristicas fisico-quimicas desse extrato

filtrado (S1), definido na Figura 4. 12, estdo compilados na Tabela 4. 6.

Tabela 4. 6- Analise fisico-quimica do extrato (S1) produzido por extragcéao

convencional a 50 g L', 80 °C por 60 min.

Amostra Concentracdo de  Concentracdo de  Turbidez °brix

olifendis sélidos (mg L™
p (mg L) (NTU)
(mgeac L)
S1 10.686+46 20.644+97 119715 2,4+0,1

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao.

Na filtracao inicial do extrato em um filtro de nylon para a efetuacao das analises
fisico-quimicas descritas na Tabela 4. 6, houve uma reducéo de 12% de polifendis e
59% de sodlidos. Isso mostra que quase 60% do conteudo de sdlidos suspensos

presente na infusao foi removido durante esse tratamento preliminar, garantindo um
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processo sequencial mais eficiente e evitando o rapido decaimento do fluxo no
processo ulterior de filtracdo por membranas. Em adi¢cdo, as concentracbes de
catequinas, cafeina e acido galico do extrato filtrado (S1) sdo apresentadas na Tabela
4.7.

Tabela 4. 7 - Concentracéo de catequinas, cafeina e acido galico (GA) do extrato
filtrado (S1) a 50 g L', 80 °C por 60 min.
Amostra EGCG EC C EGC GA Cafeina
(mgL")  (mgL") (mgL") (mgL") (mgL") (mgL")
S1 161515 639+4 10641 140319 7510 103511

Os valores sao expressos como média + desvio padrao.

Conforme a Tabela 4. 7 o extrato de cha verde obtido é composto
majoritariamente das catequinas, EGCG e EGC, isso esta de acordo com estudos
prévios como o de Torschi et al. (2000). Torschi et al. (2000) observaram ainda que
a alta concentracdo de EGCG e EGC proporciona ao cha verde grande capacidade
antioxidante. Ademais, a concentragédo das catequinas (EGCG, EC), de acido galico
e cafeina em mg g-' desse trabalho estdo em concordancia com o obtido também em

extragdo aquosa pelos autores Hu et al. (2016) e Sousa et al. (2016).

4.3 Pré-tratamentos macroscoépicos

4.3.1 Centrifugacgao (T1)

A Tabela 4. 8 mostra a concentragao de polifendis totais e solidos do extrato
centrifugado (S2) em relagao ao extrato. Durante a centrifugacédo (S2) observou-se
uma reducao de aproximadamente 8,6% de polifendis, 6,5% de sdlidos totais, 2,82%
dos sodlidos soluveis e 90,97% para a turbidez. O tratamento é importante para
remover parte dos solidos em suspensao e evitar o rapido decaimento do fluxo durante

0 processo sequencial de filtragdo por membranas.
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Tabela 4. 8 - Analise fisico-quimica do extrato centrifugado (S2) em comparag¢ao

com o extrato inicial (S1)

Amostra Concentracdao  Concentragao Turbidez °brix
de polifenois de sdlidos (NTU)
(Mgeac L) (mg L)
S1 10.686+462 20.644+977 1197152 2,410,1@
S2 9771+48° 19.306+106° 108+8° 2,3+0,12

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, sao significativamente

diferentes para o teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05.

No trabalho de Sousa (2016), a clarificacdo do extrato de cha verde por
centrifugagéo foi analisada. A autora empregou as mesmas condi¢des de tempo (20
min) e rotacdo (8000 rpm) mas com uma concentracdo inicial de solidos totais
(61.080mg L") quase trés vezes superior a desse trabalho (20.644mg L") e observou
uma reducao de 4,43% de polifendis e 3,4% de sélidos em suspensao, valores nao
muito discrepantes dos encontrados nesse trabalho. Ademais, foram verificadas as
concentragdes de catequinas, cafeina e acido galico do extrato centrifugado (S2)

conforme mostra a Tabela 4. 9.

Tabela 4. 9 - Concentragao de catequinas, cafeina e acido galico (GA) do extrato
centrifugado (S2) em comparagao com o extrato inicial (S1)
Amostra EGCG EC C EGC GA Cafeina
(mg L) (mgL")  (mgL") (mgL") (mgL') (mgL")
S1 1615152 63942 106+1° 1403192 7502 103512
S2 1500+18° 625+1° 101£2°>  1332+10P 72+1° 981+8P

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, sao significativamente

diferentes para o teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05

A partir da verificacdo dos resultados da Tabela 4. 9 em relagdo ao extrato
inicial S1, constata-se que apds a centrifugagéo as concentragdes reduziram 7,12 %
para EGCG, 2,19% para EC, 4,71% para C, 5,10% para EGC, 4% para acido galico e

5,22% para cafeina.
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4.3.2 Adicao de quitosana seguida de centrifugagao (T2)

A Figura 4. 13 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas obtidas nos
sobrenadantes dos processos de clarificagdo com quitosana em diferentes
concentragbes (150 rpm, 20 min) seguida de centrifugagdo (8000 rpm, 20 min). O
experimento conduzido sem a adigdo de quitosana (0 mg L") apresenta apenas o
efeito da centrifugacéo na clarificacdo do extragao do extrato de cha verde.

Verifica-se que para todas as concentragdes de quitosana houve redugao nos
parametros examinados em relacéo aos valores iniciais para concentragcéo de sdélidos
totais (19.306 mgeac L), concentragao de polifenodis (9771 mgeac L), concentragdo
de sdlidos soluveis (2,4 °brix) 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 reducao de sélidos soluveis (°brix) cresce na faixa de concentragao de quitosana
de 0 a 500 mg L' e entdo reduz-se para concentragdes superiores, além disso o
percentual de redugdo da turbidez apresenta comportamento semelhante de
crescimento na faixa de concentragao de quitosana de 0 a 500 mg L' e entdo diminui
para concentracdes superiores. Esse aumento da turbidez, visualmente identificado
na Figura 4. 13, para concentragbes superiores a 500 mg L' de quitosana, pode ser
explicado pelo fato da quitosana em excesso, que nao coagulou com os solidos do
extrato de ch4, ter ficado solubilizada no sobrenadante. Ademais, os experimentos
que empregam de 0 a 100 mg L' de quitosana apresentam percentuais de remogao
de sdlidos totais proximos variando de 5,98 a 8,51%, esse comportamento se deu
devido as concentragdes de quitosana serem incapazes de produzir efeitos de
coagulagao significativos frente ao efeito majoritario da centrifugagao, outrossim, a
adigao de quitosana aumenta inicialmente o volume de sdlidos do sistema e caso o
mecanismo de adsorgao/coagulagao nao seja efetivo o suficiente, fracées dos sdlidos

presentes no adsorvente permanecem dispersos no sobrenadante.

67



Capitulo 4 — Resultados e discussao

—8— Turbidez

96 o | Polifendis

—ih— Solidos Totais
94 4 |—w— °Brix /\-ﬂ\-
. /
90

P L .|
Ay

Percentual de Redugao (%)

] oy
0 | o ] N ] N s

N I N I I N I v 1 v 1 "
0 S0 100 150 200 S00 1000 1500 2000

Concentracao de Quitosana (mg L_l)
Figura 4. 13 - Caracteristicas fisico-quimicas do sobrenadante apds testes com

quitosana (150 rpm, 20 min ) seguido de centrifugagéo (8000 rpm, 20 min).

Para esse trabalho, a concentragédo de quitosana de 500 mg L' foi a melhor
condicdo para remocgao de solidos totais (15,51%), sdélidos soluveis (12,68%) e
turbidez (94,88%), entretanto, para concentragdes de quitosana iguais ou superior es
a 500 mg L' o percentual de redugdo de polifendis aumenta, indesejavelmente, e
ultrapassa os 18%.

Rao et al. (2011) investigaram o uso de quitosana e adsorventes na clarificagao
do extrato de cha verde e verificaram afinidade da quitosana por compostos fendlicos
e reducao similar na concentragdo de polifendis da obtida nesse trabalho. Sousa
(2016) analisou o uso de quitosana na clarificacdo do cha verde nas concentragoes
de 20 a 100 mg L-'e constatou redugdo de solidos totais e de polifendis de 17,70 a
56,22% e de 5,02 a 62,7. Esse maior percentual de remocao de sodlidos totais e
polifendis de Sousa (2016) se deve porque o extrato inicial da autora tinha uma
concentragéo de solidos totais (61.080 mg L") aproximadamente 66% maior que deste
estudo (20.644 mg L'). Além disso, diferentemente desse trabalho que utilizou
centrifugagdo com etapa posterior ao pré-tratamento com adsorvente, Sousa (2016)
utilizou um tempo de decantagao de 2 horas que pode ter sido um fator determinante

na clarificacdo de um extrato com relativa carga de soélidos em suspensao.
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4.3.3 Adicao de sementes de moringa seguida de centrifugagao (T3)

A Figura 4. 14 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas obtidas nos
sobrenadantes dos processos de clarificagdo com sementes de Moringa oleifera
(SMO) em diferentes concentragdes (150 rpm, 20 min) seguido de centrifugagéo (8000
rom, 20 min). O experimento executado sem a adigdo de sementes de Moringa
oleifera (SMO) (0 mg L") apresenta apenas o efeito da centrifugagdo na clarificagéo
do extragao do extrato de cha verde.

Através da Figura 4. 14, observa-se que houve redugdo nos parametros
examinados na faixa de concentragdo de SMO de 0 a 10.000 mg L', em relag&o aos
valores iniciais para concentragdo de sdlidos totais (19.306 mg L"), concentragao de
polifendis (9771 mgeac L") e concentragdo de sdlidos soltveis (2,4 °brix) 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
redugdo de 0 a 8000 mg L' de SMO, verifica-se aumento da turbidez para
concentragédo maior que 8000 mg L™, isso indica que fragdes de sementes de Moringa
oleifera em excesso que nao coagularam/decantaram ficaram dispersas no
sobrenadante provocando o aumento da turbidez. O mecanismo predominante de
coagulagdo das SMO é a adsorgao juntamente com a neutralizagdo das cargas
coloidais.

A Moringa é composta por cadeias de baixo peso molecular e alta densidade
de carga. As proteinas presente nas sementes carregadas positivamente se ligam a

superficie das particulas carregadas negativamente levando a formagao dos flocos.
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Figura 4. 14 - Caracteristicas fisico-quimicas do sobrenadante apds testes com
sementes de Moringa oleifera (SMO) (150 rpm, 20 min) seguido de centrifugagao
(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") para pré-tratamento do
Oleo de palma e obtiveram, apds um periodo de decantagao de 90 min, um percentual
de remocéo dos solidos 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 analises, foi observado
aumento da redugao de solidos suspensos com a adigao de quitosana e sementes
Moringa oleifera (SMO) em concentragdes elevadas adicionalmente a centrifugacao.
Contudo, devido aos efeitos indesejados da reducao de polifendis com o uso dos

adsorventes, apenas a centrifugagao (S2) foi escolhida na etapa de pré-tratamento do

cha verde.
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4.4 Filtragao por membranas

4.4.1 Microfiltragao

As caracteristicas fisico-quimicas do extrato de cha verde centrifugado (S2)
utilizado nos processos de microfiltragdo sdo aqueles ja expostos na Tabela 4. 8.
Utilizando o extrato S2 como alimentacao fez-se entdo as microfiltracbes a 0,8 bar
com fator de concentragéo 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 (ver)
igual a 5 cm s conforme a Figura B. 1 no Anexo B. A Tabela 4. 10 apresenta as
caracteristicas fisico-quimicas dos permeados (S3) e (S4) obtidos.

De acordo com a Tabela 4. 10, os permeados da membrana comercial de 0,22
um (S3) e da membrana de fibra oca de alumina (S4) apresentam uma retencao de
polifendis de 4,78 e 2,23 %, de sdlidos de 1,93 e 4,26%, de turbidez de 87,67 € 89,91%
e de °brix 5 e 4,76%, respectivamente. Domingues et al. (2014) microfiltraram através
de membranas de fibra oca de poliéteramida suco de maracuja previamente tratado
com quitosana e obtiveram um percentual de reducdo da turbidez de 95%,
porcentagem semelhante ao encontrado desse trabalho. Kawakatsu et al. (2002)
analisaram a clarificacdo do cha verde por micro e ultrafiltragcdo e ndo observaram
diferencgas significativas nos valores de °brix apds o processo de microfiltragao, o que
estad de acordo com o encontrado nesse trabalho. Sousa et al. (2016) estudaram a
purificacao de polifendis do cha verde por MF e UF e na MF obtiveram para membrana
comercial plana de 0.22 ym uma reducao de 30,5% de polifendis, 20% de sdlidos e
95,41% de turbidez. Essa maior remogao de sélidos e polifendis obtida por Sousa et
al. (2016) pode ser atribuida & maior concentragéo de solidos (61.080 mgeac L") no
extrato de alimentagdo da microfiltracdo das autoras em comparacdo com esse
trabalho (19.306 mgeac L"). Chandini et al. (2012) e Sousa et al. (2016) observaram
maior reducao de sélidos e polifendis para membranas de menor tamanho de poro.
Como a fibra oca sem revestimento, por ter menor permeabilidade de agua, pode
apresentar menor tamanho de poro que a membrana plana. Entretanto, o fato da

membrana de fibra oca de alumina reter mais solidos e menos polifendis que a
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membrana plana comercial de 0,22 um pode ser explicada pelas caracteristicas

assimétricas da fibra oca.

Tabela 4. 10 - Caracteristicas fisico—quimicas dos permeados dos processos de
microfiltragdo do cha verde pela membrana plana de 0,22 uym (S3) e pela fibra oca

de alumina (S4) em comparagédo com o extrato centrifugado alimentado (S2).

Amostra Concentracdo de  Concentracdo de  Turbidez °brix

polifendis solidos (mg L) (NTU)

(mgeac L)
S2 97711482 19.306+1062 108+82  2,310,1°
S3 930445 18.933+£104° 13+1P 2,2+0,1°
S4 9553+47¢ 18.126+99¢ 11+1° 2,240,128

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, sao significativamente

diferentes para o teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05.

A concentragdo de catequinas, cafeina e acido galico nos permeados dos
processos de microfiltracdo pela membrana comercial de 0,22 um (S3) e pela
membrana de fibra oca de alumina (S4) estao representados na Tabela 4. 11.

A partir da analise dos dados da Tabela 4. 11, em relacdo ao extrato
centrifugado inicial S2, observa-se que apds a microfiltragdo a concentragao de acido
galico do permeado S3 reduziu 5,6%, mas do permeado S4 permaneceu inalterada.
Todas as concentragdes dos demais compostos dos permeados S3 e S4 diminuiram
em relagao ao centrifugado inicial S2.

As concentragbes de EGCG, EC, C, EGC e cafeina reduziram 11,33% e 4,9%,
6,4% e 3,04%, 4,95% e 1,98%, 5,2% e 1,94%, respectivamente, para as filtragcdes
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 reducédo dos compostos bioativos analisados individualmente.
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Tabela 4. 11 - Concentrac&o de catequinas, cafeina e acido galico (GA) nos
permeados dos processos de microfiltragdo pela membrana plana de 0,22 (S3) e
pela fibra oca de alumina sem revestimento (S4) em comparagédo com o extrato

centrifugado (S2).

Amostra EGCG EC C EGC GA Cafeina

(mgL") (mgL") (mgL') (mgL") (mgL") (mgL")

S2 1500+182 62512 101£22 13321102  72+1°@ 981182

S3 1330+9P 585+3P 96+2°  1269+19°  68+3° 930+4P

S4 1427+12° 60645° 99+2°b 1308+5°¢ 72+0,4%  962+3°

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, sao significativamente

diferentes para teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05.

O permeado da membrana de fibra oca (S4) estd mais limpido conforme os
resultados supracitados na Tabela 4. 10 e na Tabela 4. 11. Assim, a membrana de
fibra oca apresenta caracteristicas mais favoraveis a microfiltracdo do que a
membrana comercial plana de 0,22 um. Nesse sentido, S4 foi escolhido para ser
utilizado como alimentacdo da ultrafiltragdo, pois forneceu menor reducdo na
concentragao de polifendis (2,23%) e dos compostos individuais, maior valor de fluxo
estabilizado (19,37 L h'm?) e reduziu 4,26% dos solidos presentes no extrato,
enquanto o fluxo estabilizado das membranas plana de 0,22 uym foi de 14,63 L h-'m™.
O comportamento de fluxo pelas membranas sera apresentado no item 4.6.1. Além
disso, o cartucho composto de membranas de fibra oca de alumina pode ser
reutilizado apdés limpeza sem o risco de rasgarem como frequentemente ocorre com
as membranas comerciais de acetato de celulose durante a abertura do modulo. Isso
mostra que a membrana de fibra oca de poros assimétricos de alumina é uma

membrana promissora para a clarificacdo do cha verde.

4.4.2 Filtragao sequencial

As caracteristicas fisico-quimicas do extrato de cha verde microfiltrado através
da fibra oca (S4) utilizado no processo de filtracdo sequencial através da fibra-oca
com revestimento (S5) estao expostas na Tabela 4. 12. Utilizando, pois, o extrato S4

como alimentacgao fez-se entdo a ultrafiltracdo a 1,5 bar, durante 180 min com fator
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de concentragao igual 1,5. Para tal, operou-se em sistema cross-flow com velocidade
de cross-flow (vor) igual a 4,79 cm s para a filtragdo 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 caracteristicas fisico-quimicas dos permeado (S5)
obtido em comparagdo com a alimentacao (S4). De acordo com a Tabela 4. 12 o
permeado da fibra oca com revestimento (S5) apresenta em relagdo a alimentagao
(permeado da fibra oca sem revestimento S4), uma retencéo de aproximadamente
9,17 % de polifendis, de 12,89% de sélidos, de 80,65 % de turbidez e 16,92 % de °brix.

Tabela 4. 12 - Caracteristicas fisico—quimicas do permeado do processo de filtracao
pela fibra oca com revestimento (S5) em comparagédo com a fibra oca sem

revestimento polimérico (S4).

Amostra Concentragao Concentracao de Turbidez °brix
de polifendis solidos (mg L") (NTU)
(mgeac L)
S4 9547+692 18.100+872 11112 2,2+0,12
S5 8671+£52° 15.767+92° 2,4+0° 1,8+0,0°

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, séo significativamente
diferentes para teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05.

A concentragdo de catequinas, cafeina e acido galico no permeado do processo

de filtracdo sequencial através da comercial fibra oca de alumina com revestimento

polimérico (S5) esta representado na Tabela 4. 13.

74



Capitulo 4 — Resultados e discussao

Tabela 4. 13 - Concentrac&o de catequinas, cafeina e acido galico (GA) no
permeado do processo de filtragao pela fibra oca com revestimento (S5) em

comparagao com a fibra oca sem revestimento polimérico (S4).

Amostra EGCG EC C EGC GA Cafeina
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL"') (mgL") (mglL")

S4 1431+52 608162 98+12  1312+222 71412 960162
S5 1238+15° 532+2° 87+32  1180+17° 6214P 819+9b

Os valores médios indicados por uma letra diferente ao longo de uma coluna, sao significativamente

diferentes para teste de Tukey com nivel de significancia igual a 0,05.

De acordo com a Tabela 4. 13 observa-se que houve reducdo de todos os
compostos individuais apdés a filtracdo sequencial através da fibra oca com
revestimento polimérico. Nesse sentido, as reducdes para as catequinas EGCG, EC,
C, EGC e para o acido galico e a cafeina foram 13,51%, 12,39%, 11,35%, 10,09%,
12,42% e 14,62% respectivamente.

4.5 Analises dos mecanismos responsaveis pelo decaimento do fluxo dos

processos de filtragao por membranas

O comportamento do fluxo em fungao do tempo para a filtragcdo do cha verde
foi estudada. Ademais, foi possivel calcular as resisténcias de cada membrana e quais
mecanismos de fouling foram responsaveis pelo decaimento do fluxo. Os valores das
permeabilidades das membranas empregadas nesse trabalho sdo apresentados na
Tabela 4. 14. Os graficos que foram utilizados para a determinacdo desses dados
juntamente com seus respectivos valores de coeficiente de determinagdo podem ser
consultados nas Figuras B1, B2, B3 e B4 no Anexo B. Verifica-se que a
permeabilidade hidraulica da membrana comercial plana de 0,22 ym (19,08 L h”' m™?
kPa') é aproximadamente 2,1 vezes maior que da fibra oca sem revestimento (9,21
L h"" m? kPa'). A adigdo da camada polimérica diminuiu a permeabilidade hidraulica
da fibra oca de 9,21 L h"" m? kPa ' para 1,08 L h™' m? kPa™".
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Tabela 4. 14 - Permeabilidade hidraulica das membranas.

Membrana  Porosidade Material Fabricante =~ Permeabilidade
(um) L " m2 kPa
Plana 0,22 Acetato de Millipore™ 19,08
Celulose
Fibra oca - Al2O3 Grupo de 9,21
sem pesquisa
revestimento FEQUI-UFU
Fibra oca - Al203 Grupo de 8,69
sem pesquisa
revestimento FEQUI-UFU
(Reuso)
Fibra oca - PES/AIO3 Grupo de 1,08
com pesquisa
revestimento FEQUI-UFU
Fibra oca - PES/AI2O3 Grupo de 1,00
com pesquisa
revestimento FEQUI-UFU

(Reuso)

Ainda conforme a Tabela 4. 14, a permeabilidade hidraulica das fibra ocas de
Al;03 e PES/AI,O3 apds o processo de limpeza (reuso) foram 8,69 L h™' m2 kPa'e
1,00 L h"* m? kPa™', respectivamente. Ademais houve um percentual de recuperagao
de aproximadamente 94% para o reuso da fibra oca de Al2O3 e de 93% para o reuso
da fibra oca PES/AI2O3. Esse percentual de recuperagao acima de 90% ap6s indica

que o cartucho produzido no laboratério pode ser reutilizado com boa confiabilidade.

4.5.1 Comportamento do fluxo em fung¢ao do tempo de operagao

O comportamento do fluxo para o processo de filtracdo do cha verde esta

exposto na Figura 4. 15.
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Pode-se observar que o decaimento do fluxo através fibra oca é inicialmente
mais rapido do que da membrana plana de 0,22 um e estabiliza-se apds 25 min de
microfiltragdo, tendo um fluxo estabilizado de 19,37 L h"' m2. Ja o decaimento do fluxo
através da membrana plana de 0,22 um é mais suave e estabiliza-se apenas apoés
110 min de microfiltragéo, tendo um fluxo estabilizado de 14,63 L h-' m™2. Sousa et al.
(2016) avaliaram a microfiltracdo do cha verde e obtiveram fluxos estabilizados de 10,
27,7,44 e 4,01 L h™* m2para as membranas de 0,8, 0,3 e 0,22 um respectivamente.
De Oliveira et al. (2012) microfiltraram o suco de maracuja utilizando membranas de
fibora oca de poliamida de porosidade 0,3 um, os autores obtiveram um fluxo
estabilizado de 19,15 L h™' m? para a filtragdo do suco pré-tratado com enzimas e
centrifugagéo. Na clarificagdo do extrato de cha verde, os autores Kawakatsu et al.
(1995) obtiveram um fluxo estabilizado de 18 L h™' m? para a membrana plana de
triacetato de celulose de porosidade 0,22 um.

A Figura 4. 16 mostra o comportamento do fluxo para o processo de filtracdo
sequencial do cha 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 rapido nos primeiros 20 min de filtracao e estabiliza-se apds 100 min

de filtracdo, tendo um fluxo estabilizado de 3,51 L h™" m™
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Figura 4. 15 - Perfil do fluxo do cha verde em fungédo do tempo para as filtragdes do
cha verde com emprego da membrana plana de 0,22 um e da fibra oca sem

revestimento polimérico.
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Figura 4. 16 - Perfil do fluxo do cha verde em fungao do tempo para a filtragdo com

emprego da fibra oca com revestimento polimérico (S5).

4.5.2 Calculo das resisténcias

O calculo das resisténcias foi feito para os processos de filtracao do cha verde.
Os resultados obtidos para os experimentos estdo expostos na Tabela 4. 15. A Tabela
4. 15 mostra o calculo das resisténcias (Rv) para a membrana plana de 0,22 ym
(0,02x10"3 m"), para a fibra oca sem revestimento (0,05 10"® m™) e para fibra oca com
revestimento (0,37 10" m™). A resisténcia devido ao bloqueio dos poros (Re) e a
formacgao de torta (Rc) em relagao a resisténcia total correspondem aproximadamente
a 62,50% e 37,50% para membrana plana de 0,22 um, 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 - Resisténcias da membrana para filtragdo do cha verde (resisténcia
hidraulica da membrana (Rw), resisténcia ao bloqueio dos poros (Rp), resisténcia a

formacgéao de torta (Rc) e resisténcia total (Rr)).

Resisténcia 10" m™

Experimento Rwm Rp Rc Rt
Membrana plana 0,02 0,70 0,40 1,12
de 0,22 ym (S3)

Fibra oca sem 0,05 1,77 2,80 4,62
revestimento (S4)

Fibra oca com 0,37 7,38 4,52 12,27

revestimento (S5)

Ushikubo et al. (2007) avaliaram o decaimento do fluxo para microfiltracdo do
suco de Umbu e observaram, para a membrana de polipropileno de 0,20 ym, que a
resisténcia devido ao bloqueio dos poros (Rp) foi maior que a resisténcia devido a
formacéao da torta (Rc). Isso corrobora o encontrado nesse trabalho para o processo
de microfiltragdo do cha verde. Domingues et al. (2014) reportaram que 0 mecanismo

predominante de fouling varia de acordo com a concentragcédo da alimentagao.

4.5.3 Estimativa do mecanismo responsavel pelo fouling das membranas

Os parametros e as curvas calculados para a microfiltracdo 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 formacéao de torta, considera-se o efeito de particulas maiores
que o tamanho dos poros e o fato de que essas particulas se aglomeram na superficie
da membrana formando uma torta filtrante, constituindo uma resisténcia adicional ao
processo. No modelo n = 1 para o bloqueio intermediario dos poros, as particulas sao
proximas do tamanho dos poros e tendem a se agrupar em regides especificas do
poro, sem o fechar completamente. No modelo n = 1,5 para bloqueio interno dos

poros, considera que o tamanho de particula € menor do que a abertura dos poros e
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que as particulas tendem a ser mantidas dentro dos poros devido a adsor¢ao nas
paredes dos poros ou por deposicao nas cavidades internas. Uma vez que o bloqueio
ocorre internamente, a reducdo na abertura do poro por bloqueio torna-se
independente das condigdes do fluxo, ou seja, o fluxo decai para um valor nulo. Ja no
modelo n = 2 para o bloqueio completo dos poros, as particulas sdo maiores do que
a abertura dos poros, uma parte da superficie da membrana coberta pelas particulas
€ selada e a permeacao € evitada por uma redug¢ao na area 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 parametro RDSM o mecanismo
de fouling predominante nos processos de filtragdo do cha verde. O mecanismo
fouling predominante através da membrana plana 0,22 uym (S3) foi bloqueio interno
dos poros (n=1,5) com valor de RMSD igual a 1,629. Entretanto, a formagéao 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 mandatério na microfiltragdo através da
fibra oca (S4) foi bloqueio intermediario dos poros (n=1) com valor de RMSD igual a
1,271. Contudo, a formacdo 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. Ja
na filtracdo pela fibra oca com revestimento polimérico (S5) o unico mecanismo de
fouling prevalecente foi o bloqueio intermediario dos poros (n=1) com valor de RMSD
de 0,580.

80



Capitulo 4 — Resultados e discussao

Tabela 4. 16 - Desvio da raiz quadrada média (RMSD) entre os dados de fluxo
experimentais e calculados para cada mecanismo de fouling para filtragdo do cha

verde.

Mecanismo de fouling

Experimento Parametro Formacéao de Bloqueio Bloqueio Bloqueio
torta (n=0) intermediario interno dos completo
dos poros  poros(n=1,5 dos
(n=1) poros(n=2)
Plana 0,22 ym RMSD 4,464 1,789 1,629 2,861
(S3)
Fibra ocasem RMSD 0,385 1,510 2,334 3,194
revestimento
(S4)
Fibra ocacom RMSD 1,776 0,580 1,250 2,019
revestimento
(S5)

A Figura 4. 17 apresenta graficamente o ajuste dos modelos aos dados
experimentais para microfiltracao do extrato de cha verde centrifugado (S2) com as
membranas plana de 0,22 uym 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 contribuiram para o decaimento do fluxo durante os primeiros
15 min de microfiltragédo tanto para S3 quanto para S4. Para a membrana plana 0,22
pum (S3) o fluxo em estado estacionario foi melhor descrito conjuntamente pelos 3
modelos de bloqueio de poros (n=1, 1,5 e 2). Ja para fibra oca o fluxo em estado
estacionario foi melhor descrito conjuntamente por todos os modelos de fouling (n= 0,
1,1,5e2).
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Figura 4. 17 - Fluxo experimental e calculado para a filtragao do extrato de cha verde

para as membranas: a) Plana 0,22um (S3), b) Fibra oca de alumina (Al203) (S4).
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A Figura 4. 18 apresenta o fluxo apresenta graficamente o ajuste dos modelos
aos dados experimentais para a filtracao sequencial através da fibra oca de alumina

com revestimento polimérico (S5).
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Figura 4. 18 - Fluxo experimental e calculado para a filtragcdo do extrato de cha verde
para as membrana fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/AI2O3)
(S5).

A Figura 4. 18 corrobora graficamente os resultados obtidos através da Tabela
4. 16. Inicialmente, observa-se que todos os mecanismos de fouling contribuiram pelo
decaimento do fluxo nos primeiros 15 min de filtracdo. Para a fibra oca com
revestimento (S5), o fluxo em estado estacionario foi melhor descrito conjuntamente
pelos 3 modelos de bloqueio de poros (n=1, 1,5 e 2). Entretanto, observa-se que o
modelo de formacdo de torta (n=0) foi intermediariamente responsavel pelo
decaimento do fluxo por volta dos 70 min de filtracdo. Gerke et al. (2017) estudaram
a clarificagao do extrato de erva mate (llex paraguariensis) por micro e ultrafiltracao.
No caso da microfiltracdo através de membranas de fibra oca de poliéteramida de
tamanho de poro 0,44 ym, os autores observaram que o mecanismo de fouling
principal era o de formacdo da torta (n=0). Sousa et al. (2016) analisaram o

decaimento do fluxo na microfiltracdo do extrato de cha verde e observaram que o
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fluxo no estado estacionario através das membranas de 0,22 e 0,8 pym foi melhor
ajustado pelo modelo de bloqueio interno dos poros (n=1,5), ja através da membrana
de 0,3 ym o fluxo no estado estacionario foi melhor descrito conjuntamente pelos
modelos de bloqueio intermediarios dos poros e bloqueio interno dos poros (n=1 e
1,5). Argyle e Bird (2015) notaram que o modelo de formagédo de torta (n=0) foi o
mecanismo de fouling que melhor descreveu o processo de clarificagdo do cha preto
(Camellia sinensis) usando um sistema de microfiltracdo com uma membrana de
polissulfona (tamanho de poro variando entre 0,5 e 1,55 ym). Argyle e Bird (2015)
reportaram ainda que o mecanismo predominante de fouling na microfiltracdo do cha
preto é dependente da concentracdo do extrato alimentado. Domingues et al. (2014)
compararam diferentes pré-tratamentos na microfiltracdo do suco de maracuja. Os
autores observaram que a amostra do pré-tratamento que removeu maior conteudo
de sodlidos, durante a microfiltracao, 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 formacao de torta (n=0).

4.5.4 Fotomicrografias de MEV e EDS das membrana

A Figura 4. 19 apresenta a analise estrutural da membrana plana de 0,22 ym
a) e b) segao transversal antes e depois da filtracdo de cha e c) e d) da secao plana
antes e depois da filtracdo de cha respectivamente. Através da Figura 4. 19 b),
empregando aumentos de 400 vezes, observa-se o bloqueio interno dos poros pelas
particulas presentes no cha. 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 responsavel pelo decaimento do fluxo através da
membrana comercial plana de 0,22 uym. Ja pela Figura 4. 19 d), com aumentos de
1500 vezes, nota-se visualmente que apesar de ter havido bloqueio dos poros nao
houve formacéao de torta filtrante uma vez que existem espagos nao preenchidos na
estrutura. A Figura 4. 20 mostra a analise estrutural da fibra de alumina sem
revestimento polimérico a) e b) secao transversal antes e depois da filtragdo de cha e

c) e d) secao plana antes e depois da filtragdo de cha respectivamente.
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Figura 4. 19 — Fotomicrografias de MEV da membrana plana de 0,22 ym a) e b)

secao transversal antes e depois da filtragdo de cha com aumentos de 400 vezes e

c) e d) secao plana antes e depois da filtracdo de cha com aumentos de 1500 vezes

respectivamente.

Na Figura 4. 20 b) observa-se visualmente a preponderancia do mecanismo de
formacgao de torta (n=0) na superficie da membrana. Ademais, pela Figura 4. 20 d)
nota-se, com aumentos de 1500 vezes, que a camada de torta preencheu toda a
superficie da fibra oca sem revestimento. Essas constatacdes 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) secao transversal antes e depois da filtragdo de cha com
aumentos de 200 vezes e c) e d) sec¢ao plana antes e depois da filtragdo de cha com

aumentos de 1500 vezes respectivamente.

A Figura 4. 21 a) e b) representa o EDS da membrana plana de 0,22 p e da
fibra oca sem revestimento apds a filtragao de cha verde respectivamente. Pela Figura
4. 21 a) observa-se que o elemento quimico de maior concentragao € o carbono (em
vermelho) e, conforme as duas setas, sua concentracdo € praticamente constante
tanto na estrutura da membrana plana de 0,22 u de acetato de celulose quanto na

torta.
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Ainda, pela Figura 4. 21 b) observa-se que a concentragdo de carbono (em
vermelho), conforme a seta, € bem maior na regiao da torta (a direita) e por outro lado
a concentracdo de alumina em verde piscina € maior na membrana como esperado.
A concentragdo de potassio e oxigénio sdo 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.

Revestimento
olimérico

EHT = 20004V . Date 20 Ju 2017 20, =
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Fibra oca

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 superficie da fibra. A espessura da fibra oca e do revestimento
polimérico foram estimados pelo software ImagedJ e foram iguais a 258,22 + 0,71 ym
e 149,58 £+ 0,73 ym.

4.6 Perspectiva de producao do cha verde como bebida comercializavel

A producgéo industrial de bebidas ndo alcoolicas tem crescido no mundo nos
ultimos anos. Nesse contexto, os consumidores tém priorizado bebidas ricas em
compostos bioativos por estarem mais preocupados com a saude e a boa forma
(Makanjuola, 2017). Para atender as expectativas do mercado, as industrias, com
seus centros de pesquisa e desenvolvimento (P&D), e também os pesquisadores
universitarios, precisam sempre se atualizar, buscando novas tecnologias que fagam
que o processo produtivo se torne mais eficiente e melhore a qualidade do produto
final. Esse trabalho empregou uma inovacao tecnolégica que consistiu na construgao
de um cartucho aplicando membranas de alumina do tipo fibra oca com e sem
revestimento polimérico para o processamento do extrato de cha verde com o
propodsito de fornecer uma bebida de maior valor comercial. Abordar-se-a a seguir as

analises de estabilidade bem como a viabilidade do processo proposto.

4.6.1 Analises de estabilidade

A estabilidade dos permeados das filtragdes do cha verde em relagédo a
concentragao de polifendis totais, turbidez e formacao de tea cream foi avaliada
semanalmente durante 30 dias, sob refrigeracdo a 5°C, conforme apresentado nas
Figuras 4. 23,4. 24 e 4. 25.

A Figura 4. 23 apresenta o perfil de concentragao de polifendis totais do extrato
centrifugado (S2) e dos permeados (S3, S4 e S5) de cha verde ao longo de 30 dias
de armazenamento. Nota-se comportamentos diferentes para a concentragdao de
polifendis totais com os dias de estocagem a 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 filtragdo
sequencial pela fibra oca com revestimento (S5) apresentou o maior periodo de
constancia na concentracéo de polifendis (7° ao 30° dia) dentre todas as amostras
analisadas. Durante os 30 dias de refrigeragao houve redugéo de polifendis 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 ym (S3), da fibra oca sem revestimento (S4) e da fibra oca
com revestimento (S5) respectivamente. Essa diminuicdo constatada na
concentracido polifendis deve-se, muito provavelmente, ao fato que os compostos
fendlicos se complexaram a outros compostos de maior peso molecular, como as
proteinas, carboidratos, aminoacidos livres e etc., que se encontravam solubilizados
no extrato centrifugado e nos permeados. Nesse sentido, o fato do permeado da fibra
oca comrevestimento (S5) ter apresentado menor percentual de redugéo de polifendis
(7,39%) nos 30 dias de estocagem pode ser explicado pela purificagdo sequencial do
extrato suportada no aumento da remogao dos compostos de maior peso molecular
ao longo das etapas conforme supracitado.

A reducao de 12,18% de polifendis para o extrato centrifugado (S2) encontrada
nesse trabalho esta de acordo com Monsanto et al. (2014), os autores observaram
que a formagao do tea cream causa entre 10 e 25% de remogao dos polifendis
presentes no extrato de cha preto. Sousa et al. (2016) avaliaram a estabilidade do cha
verde e observaram uma queda de aproximadamente 27% na concentragdo de
polifendis para o permeado da membrana plana de 0,22 um apds armazenamento por
30 dias a 5°C. O percentual de redugéao de polifendis para o permeado da membrana
0,22 ym encontrado nesse trabalho é quase trés vezes menor que o de Sousa et al.
(2016), isso pode ter ocorrido pelo fato do permeado das autoras possuir
provavelmente maior conteudo de compostos complexantes além de uma
concentracgédo de sdélidos em suspensio (48882 mg L") trés vezes maior que desse
trabalho (18933 mg L™").

O comportamento da turbidez foi avaliado conforme apresentado na Figura 4.
24. Verifica-se que em 30 dias de armazenamento a 5°C (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 ym (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 ja abaixo de 5 NTU. Em sintese, constatou-se que o permeado mais
clarificado/purificado (S5) possuia menos compostos complexantes provocadores do
aumento da turbidez e por essa razao houve menor acréscimo no valor desse
parametro no periodo analisado (39,44%).

No trabalho de Sousa et al. (2016) a estabilidade do cha verde foi avaliada e as
autoras observaram aproximadamente 60% de aumento na turbidez ao final dos 30
dias de armazenamento a 5°C em relagdo ao dia “0”. J& Chandini et al. (2012)
avaliaram a estabilidade do cha preto, os autores constataram aproximadamente 87%
de aumento da turbidez do permeado da membrana de 0,2 ym ao final dos 30 dias de
armazenamento a 5°C em relacao ao dia “0”.

A formacéao 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 formacdao de fea cream foi maior nos primeiros 14 dias de
armazenamento. Houve, pois, aumento na formagao de tea cream de 34,57%, 24,17%
e 16,94% no extrato centrifugado (S2) e nos permeados da membrana plana de 0,22
Mm (S3) e da fibra oca sem revestimento (S4). Por outro lado, ndo foi observada
formacao de tea cream no permeado da fibra oca com revestimento polimérico (S5)
em 30 dias de refrigeracao a 5°C, sendo essa uma importante constatagdo em termos
da produgao do cha verde como uma bebida a ser comercializada.

Liang € Xu (2001) reportaram que o tamanho médio dos compostos que
causam a formacgao do tea cream é 0,50 um, portanto a microfiltragdo com membranas
de porosidade menor que 0,50 um podem contribuir para a remogéao de particulas
responsaveis pela complexacdo com polifendis, minimizando assim a ocorréncia

desse fendbmeno.
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Figura 4. 23 - Concentragao de polifendis totais do cha verde ao longo de 30 dias de

armazenamento a 5°C para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da

membrana plana de 0,22 ym (S2) e da fibra oca (S4).
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Figura 4. 24 - Turbidez do cha verde ao longo de 30 dias de armazenamento a 5°C

para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da membrana plana de 0,22 ym

(S3) e da fibra oca sem revestimento (S4) e da fibra oca com revestimento (S5).
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Figura 4. 25 - Porcentagem de formagao de tea cream no cha verde ao longo de 30
dias de armazenamento a 5°C para o extrato centrifugado (S2), e os permeados da

membrana plana de 0,22 ym (S3) e da fibra oca (S4).

No trabalho de Chandini et al. (2012), os autores analisaram a estabilidade dos
permeados das microfiltragdes para o cha preto para membranas com porosidade 0,2
e 0,45 ym e observaram que estes se mantiveram estaveis quando armazenados sob
refrigeragcdo durante 30 dias a 5°C. Chandini et al. (2012) consideraram estaveis
permeados com o valor de turbidez menor ou igual a4 NTU. Nesse trabalho, seguindo
o mesmo critério adotado por Chandini et al. (2012), nota-se que houve estabilidade
durante os 30 dias sob refrigeragdo apenas para o permeado da fibra oca com
revestimento (S5) uma vez que os valores de turbidez permaneceram abaixo de 4

NTU e nao houve formacéao de tea cream.

4.6.1 Analise de viabilidade do processo

A Figura 4. 26 mostra esquematicamente o processo sequencial de clarificagao
e purificagdo do extrato de cha verde com os seus respectivos percentuais de pureza
e de reducdo dos parametros fisico-quimicos. Os percentuais de redugao dos

parametros fisico-quimicos apresentados a seguir foram discutidos individualmente
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ao longo desse trabalho. Entretanto, faz-se necessaria uma analise global de

viabilidade e aplicabilidade do processo proposto para a produg¢ao do cha verde como

bebida comercializavel.

*Sdlidos totais: 1,93%
*Turbidez: 87,67%
*brix: 5%
*Polifendis: 4,78%
*EGCG: 11,33%

*EC: 6,4% §

*C: 4,95%

*EGC: 5,2%

*Acido Galico: 5,56%
*Cafeina: 5,20%
**Pureza: 14,29%

*Sdlidos totais: 12,89%
*Turbidez: 78,18%
**brix: 16,92%
*Polifendis: 9,17%
*EGCG: 13,51%

*EC: 12,39%

¥ 11,35%

*£GC: 10,09%

*Acido Galico: 12,42%
*Cafeina: 14,62%
**Pureza: 12,97%

Parametros fisico-quimicos do processamento do cha verde
*Percentual de redugao e **Percentual de pureza (EGCG)

Extrato
Extracdo convencional
50 gL*, 80°C, 60 min

*Sdlidos totais: 23,62% *Turbidez: 99,80% *brix: 25%
*Polifendis: 18,86% *EGCG: 23,34% *EC: 16,74% *C: 17,92%

*Sdlidos totais: 6,5%
*Turbidez: 90,97%
**brix: 2,82%
*Polifendis: 8,6%
*EGCG: 7,12%

I *eGe: 1,90%
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Figura 4. 26 — Percentuais de pureza e de redugao dos parametros fisico-quimicos

do processo de clarificacao e purificagao do extrato de cha verde.

Pela Figura 4. 26, confirma-se que houve variacdo dos parametros fisico-

quimicos e da pureza da catequina Galato de -(-) epigalocatequina (EGCG) ao longo

de cada etapa do processamento do extrato de cha verde. Observa-se que a

centrifugagdo, cumpriu satisfatoriamente o seu papel de etapa preliminar de

clarificagao do extrato, sendo responsavel pela remogao de aproximadamente 90,97%

da turbidez (1197 a 108 NTU), apresentando o maior percentual de redugao da

turbidez dentre todos processos estudados. Sequencialmente, nota-se que o
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percentual de remogao da turbidez obtido através da filtracdo pela fibra oca sem
revestimento (S4) foi maior (89,91%) (108 a 11 NTU) que o obtido pela membrana
plana de 0,22 pym (S3) (87,67%) (108 a 13 NTU). Ja no caso da filtracdo sequencial
através da fibra oca revestida, houve o menor percentual de remogéo da turbidez
dentre todos os processos 78,18% (11 a 2,4 NTU), isso indica que houve redugao
apenas da turbidez residual uma vez que grande parte da turbidez foi removida pelas
etapas precedentes. Nessa perspectiva, o processo sequencial de filtracdo por
membranas aplicado nesse trabalho se justificou como uma etapa de purificagdo do
extrato de cha verde uma vez que a centrifuga¢ao néo foi capaz de reduzir a turbidez
ao nivel esperado. Para esse trabalho o nivel esperado de turbidez do produto final
foi aquele capaz de prover um extrato com um aspecto clarificado além de evitar a
formacao de tea cream, conservando estabilidade desse quando armazenado sob
refrigeragao (5 por 30 dias).

Em uma analise global, o processo sequencial proposto mostrou-se viavel para
o processamento do extrato de cha verde, fornecendo um percentual de remocéo da
turbidez de 99,80% (1197 a 2,4 NTU) e um percentual de recuperagao de Galato de -
(-) epigalocatequina (EGCG) de aproximadamente 76,66%. Por conseguinte, obteve-
se um produto final mais limpido que pode proporcionar ao consumidor a sensagao
de consumo de uma bebida funcional leve e refrescante. Além disso, segundo as
analises de estabilidade, o permeado final (S5) apresentou estabilidade e ndao houve
formacao de tea cream, isso € muito interessante em termos de armazenamento na

comercializagédo do cha verde ready-to-drink (pronto para beber).
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Capitulo 5

Conclusoées e sugestoes

Nesse capitulo sdo apresentadas as conclusdes obtidas nesse estudo além

das sugestdes dedicadas a trabalhos futuros.
5.1 Quanto ao processamento e caracterizagao das folhas de cha verde:

A maior massa retida (63,67 g) foi obtida na peneira de mesh 35. O diametro
meédio de Sauter calculado foi 0,54 £ 0,02 mm. O modelo RRB foi o que melhor se

ajustou aos dados experimentais para a distribuigdo granulométrica acumulativa.
5.2 Quanto a extragao de polifendis das folhas de cha verde:

A extragdo convencional a 80 °C, 50 g L' por 60 min e utilizando particulas na
faixa 0,15-0,75 mm foi a melhor condicao para a extragao de polifendis do cha verde

encontrada nesse trabalho, aproximadamente 10.685 mgeac L.
5.3 Quanto a filtragao preliminar:

No processo de filtragcao inicial do extrato através de filtro de nylon, para a
efetuacédo das analises fisico-quimicas houve uma reducao de 12% de polifendis e
59% de sdlidos. Isso mostrou que quase 60% do conteudo de sdlidos suspensos
presente na infusdo foi removido durante o tratamento preliminar, garantindo um
processo sequencial mais eficiente e evitando o rapido decaimento do fluxo no

processo sequencial de filtragdo por membranas.

5.4 Quanto aos pré-tratamentos macroscopicos:
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O preé-tratamento escolhido foi apenas a centrifugagao por apresentar a menor

retencgdo de polifendis totais (9%).

5.5 Quanto a filtragdao por membranas:

O processo de microfiltracdo o cartucho de membranas ceramicas do tipo fibra-
ocas em revestimento apresentou menor retencdo de polifendis (2,33%), maior
retencdo de sélidos (4,23%), maior reducdo da turbidez (89,91%) e maior fluxo
estabilizado (19,37 L h"”'m?) em comparagdo com a membrana comercial plana de
0,22um.Na filtragdo sequencial empregando um cartucho com membranas
ceramicas do tipo fibra-oca com revestimento polimérico a 1,5 bar, obteve-se um
fluxo estabilizado de 3,51 L h''m?, além de uma reducdo de 9,17 % de
polifendis, 12,89 % de sodlidos, 80,65% da turbidez e 16,92% de sodlidos soluveis
(°brix). A microfiltragdo juntamente com a filtragdo sequencial mostraram eficiéncia

na purificagdo do extrato de cha verde.

5.6 Quanto as resisténcias dos processos de filtragao para o cha verde:

A resisténcia que apresentou a maior contribuicdo para o decaimento do fluxo
em todos os processos foi a resisténcia dos poros (Rc), representando cerca de 60%

da resisténcia total.

5.7 Quanto ao mecanismo de fouling para os processos de ultrafiltragao do cha

verde:

O mecanismo de fouling predominante da microfiltracdo através da membrana
plana 0,22 ym (S3) foi bloqueio interno dos poros (n=1,5) com valor de RMSD igual a
1,629. Entretanto, o bloqueio intermediario dos poros (n=1) exerceu importante
impacto no decaimento do fluxo em (S3), com valor de RMSD igual a 1,789. Ja o
mecanismo de fouling predominante da microfiltracdo através da fibra oca (S4) foi

bloqueio intermediario dos poros (n=1) com valor de RMSD igual a 1,271. Contudo, a
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formacéo 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 a perspectiva de produciao do cha verde como bebida

comercializavel

Nesse estudo, ficou evidenciado a importancia de um processo sequencial em
sistema cross-flow para o processamento do extrato de cha verde, evitando que uma
alta concentracao de particulas ocasione um rapido decaimento do fluxo de permeado
e diminua a eficiéncia do processo. Segundo as andlises de estabilidade, o permeado
final (S5) apresentou estabilidade com uma turbidez de 2,4 NTU e ndo houve
formacao de tea cream. Em suma, é possivel concluir que o processo proposto foi
eficaz para produzir o cha verde como uma bebida funcional mais clarificada, estavel
e com um percentual de recuperacao de Galato de -(-) epigalocatequina (EGCG) de

aproximadamente 76,66%.

5.9 Sugestoes

Para trabalhos futuros, sugere-se:

o Empregar a extragdo com sonda ultrassénica sem fixar a temperatura da
amostra, de modo que a leitura da temperatura varie simultaneamente com o tempo.
A sonda ultrassénica, por meio da formagédo das bolhas de cavitagdo, aumenta a
temperatura do sistema, esse aumento pode ser quantificado pela leitura da
temperatura instantdnea. Essa metodologia pode ser interessante em termos
aproveitamento energético, uma vez que nao se faz necessario o emprego de um
reator encamisado/trocador de calor para aquecer ou resfriar a amostra durante a
extracdo dos compostos bioativos.

o Avaliar o uso dos agentes coagulantes quitosana e sementes de Moringa
oleifera com um tempo de decantacdo acima de 90 min em substituicdo a

centrifugagéo como etapa sequencial;
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o Aplicar as fibras ocas de alumina para processos de clarificagao de
extratos com maiores concentragdes de solidos suspensos, avaliando os mecanismos

responsaveis pelo decaimento do fluxo em sistema cross-flow;
o Aplicar ultrassom no processo filtracdo com as fibras ocas de alumina;

o Testar outros polimeros, concentragdes e espessuras nas camadas de

revestimentos poliméricos nas fibras ocas de alumina;

o Avaliar a filtracdo através de membranas ceramicas de fibra oca

fabricadas a partir de materiais alternativos e de menor custo.
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Capitulo 6

Anexos

Esse capitulo traz os anexos contendo as curvas de calibracdo e

permeabilidade utilizadas nesse trabalho.

Anexo A - Curvas de calibraciao para polifendis e flavonoéides
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Figura A. 1 - Curva de calibragao para a concentragao de polifendis totais
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Figura A. 2 - Curva de calibragao para a concentragéo de flavondides

Anexo B - Permeabilidades hidraulicas das membranas utilizadas nas

filtracoes de cha verde e curva de vazao de cross-flow
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Figura B. 3 - Permeabilidade hidraulica para a membrana plana de 0,22 ym
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Fibra oca de alumina sem revestimento polimérico (Al2O3)
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Figura B. 4 - Permeabilidade hidraulica para a fibra oca sem revestimento polimérico

Fibra oca de alumina sem revestimento polimérico (AloO3) (reuso)
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Figura B. 5 - Permeabilidade hidraulica para a fibra oca sem revestimento polimérico

usada apos limpeza

Fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/AI>,O3)
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Figura B. 6 - Permeabilidade hidraulica para a fibra oca com revestimento polimérico

Fibra oca de alumina com revestimento polimérico (PES/AI,O3) (reuso)
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Vazdo massica (g s-1)
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