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Resumo

RESUMO

A Camellia sinensis é uma planta originaria da Asia que vem sendo recentemente
difundida no ocidente. Os chas originados desta planta sdo populares em todo o mundo e sdao
uma bebida muito consumida devido ao seu sabor e aos seus efeitos benéficos a saude, que
incluem compostos como polifenodis, flavonoides, cafeinas, entre outros. Seus chas possuem
um efeito estimulante, antioxidante combatendo os radicais livres, sendo referidos como uma
das melhores fontes de compostos fendlicos, entre outras fungdes que tem sido cada vez mais
exploradas.

Seu interesse se deve principalmente pelo efeito antioxidante e pela presenca de
catequinas, que por sua vez sdo flavonoides que apresentam propriedades bioldgicas como
atividade antioxidante, sequestradora de radicais livres. Com a demanda crescente por
alimentos saudaveis, a pesquisa e desenvolvimento de novas categorias de produtos tém sido
estimulados também na industria de alimentos de todo o mundo. Nos ultimos anos, estes
alimentos tém despertado o interesse da comunidade cientifica e das industrias de alimentos.

Diante disso foi desenvolvido na FEQUI/UFU uma pesquisa inovadora com o intuito
de criar um novo produto a partir destas plantas da Camellia sinensis, mais especificamente um
blend de chés, composto por 40% de cha branco, 40% de cha verde, 10% de menta e 10% de
horteld. Visando a criacdo deste novo produto foi necessario a caracterizagdo do material e a
determinagdo de um método de extracdo eficaz para quantificar os compostos bioativos
presentes no blend.

As extragdes dos compostos antioxidantes foram eficazes, com a utilizagdo de
solventes ndo tdxicos e os niveis 6timos determinados para a extragdo em micro-ondas foram
38,8% de concentracdo em peso de etanol em solucdo hidroetanélica como solvente extrator, 3
min de extracdo e 184,1 mL/g de razdo liquido-so6lido. Esta condi¢do apresentou TPC maximo
(2164,75 £ 97,61 mggae /100 g), TFC (12,71 + 0,18 mgruina/100 g) e 1Cso minimo (0,773 +
0,006 pg/mL).

Com os compostos bioativos quantificados foi utilizado um disco rotativo para a
criagdo de um novo formato de produto, sendo ele um granulo, esférico. Com esta nova forma
os chas passam a ser conhecidos nao apenas como uma bebida, mas também como um alimento,
onde suas propriedades sdo diretamente ingeridas, por ndo passar por etapas de infusdo. No
disco rotativo, equipamento utilizado, as particulas do blend de chas juntamente com um fluido
ligante sdo mantidos em contato, onde suas particulas ao rolarem umas sobre as outras no
equipamento se chocam formando granulos. O processo de granulagdo foi otimizado resultando
em % de granulos entre 4 mm e 6,35 mm em 43,54 + 0,49% e a dureza dos granulos em 10,56
+ 0,94 N. Esta condi¢do também apresentou TPC (1690,03 + 7,02 mggar /100 g), TFC (6,70 +
0,13 mgrutina/100 g) e ICso (1,191 £ 0,012 pg/mL). Desta forma o método de granulagdo em
disco rotativo ¢ uma alternativa para criar esta nova forma de consumo do blend de chas.

Palavras-chave: granulagdo, disco rotativo, extracao, blend de chas, compostos bioativos.



Abstract

ABSTRACT

The Camellia sinensisis a plant native to Asia that has recently spread in the West.
Teas originated from this plant are popular all over the world and are a widely consumed drink
due to it’s taste and it’s beneficial effects to health, which includes compounds like polyphenols,
flavonoids, caffeines, among others. It’s teas have a stimulating, antioxidant-fighting effect on
free radicals, being referred to as one of the best sources of phenolic compounds, among other
functions that have been increasingly explored.

The interest in this product happens mainly by the antioxidant effect and the presence
of catechins, which are flavonoids that have biological properties as antioxidant activity, free
radical scavenger. With the growing demand for healthy foods, the research and development
of new product categories have also been stimulated in the food industry around the world. In
recent years, these foods have aroused the interest of the scientific community and food
industries.

So, an innovative research was developed at FEQUI / UFU to create a new product
from these Camellia sinensis plants, specifically the blend of teas, composed by 40% white tea,
40% green tea, 10 % peppermint and 10% mint. In order to create this new product, it was
necessary to characterize the material and to determine an effective extraction method to
quantify the bioactive compounds present in this blend.

The extractions of the antioxidant compounds were effective with the use of non-toxic
solvents and the optimum levels determined for the extraction in microwaves were 38.8%
concentration by weight of ethanol in hydroethanol solution as extraction solvent, 3 minutes of
extraction and 184.1 mL / g liquid-solid ratio. This condition presented maximum TPC(2164,75
+ 97,61 mgeae /100 g), TFC (12,71 + 0,18 mgutina /100 g) e minimum ICso(0,773 + 0,006
pg/mL).

With the quantified bioactive compounds a rotating disc was used to create a new
product format, like a spherical granule. With this new form the teas become known not only
as a drink, but also as a food, where it’s properties are directly ingested, for not going through
stages of infusion. In the rotating disc, equipment used, the particles of the blend of teas together
with a binding fluid are kept in contact, where when their particles rolling over each other in
the equipment they collide and produce granules. The granulation process was optimized
resulting in a % of granules between 4 mm and 6.35 mm in 43.54 + 0.49% and the hardness of
the granules in 10.56 + 0.94 N. This condition also showed TPC (1690,03 + 7,02 mggag /100
g), TFC (6,70 £ 0,13 mgrutina/100 g) and ICso (1,191 £ 0,012 pg/mL). In this way the granulation
method in rotary disc is an alternative to create this new form of consumption of the blend of

teas.

Keywords:. granulation, rotative disc, extraction, blend of teas, bioactive compounds.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducao

A Camellia sinensis ¢ uma planta originaria da China, muito conhecida pelo seu
elevado teor de compostos antioxidantes, que tém capacidade de sequestrar os radicais livres
do organismo. Estas caracteristicas se destacam e sdo muitos estudadas, principalmente no
ocidente onde hd um elevado consumo dos chés que sdo provenientes desta planta. O consumo
destes compostos estd associado a redugdo do risco de doengas cronicas comuns, incluindo
cancer, doencas cardiovasculares e doencas inflamatdrias (KRIS-ETHERTON et al., 2002;
GARCIA-VILLALON et al., 2016; UDDIN et al., 2016).

As folhas da Camellia sinensis apds a colheita passam por varios tipos de processos
de acordo com o cha que sera produzido através da mesma, por exemplo, pode ou ndo passar
por processo de oxidagdo. Se trata de uma planta seca, que possui uma baixa atividade de agua
ela se mantém preservada por um longo periodo de tempo, o que facilita o comércio e
exportagdo deste produto, uma vez que esta planta precisa de condi¢cdes ambientais especificas
para seu desenvolvimento.

Atualmente os chéas sdo amplamente comercializados para serem consumidos como
bebida, a partir da infusdo das folhas em agua quente. Existe hoje, uma crescente busca por
alimentos saudaveis devido a um grande aumento de doengas vinculadas a fast-foods e ao
estresse da populacdo, que cada vez mais ndo possui tempo habil para exercicios, hobbies e
outras atividades que tornam a rotina mais saudavel. Doencas como obesidade, colesterol alto,
entre outras, trazem para a populagdo um desejo de um novo estilo de vida, principalmente
devido a influenciacdo digital, que traz a tona modelos ideais de corpos, que ¢ outro assunto
que cresce e aumenta significativamente o consumo de alimentos saudaveis.

Os chés s3ao muito consumidos no oriente e a populagido oriental sempre foi um
exemplo quando se trata de satide e bem-estar. No cendrio de uma mudanga global de hébitos
alimentares vé-se uma possibilidade de novos crescimentos de mercado, em busca de
diferenciais na questdo de bem-estar e satide. A crescente busca em torno de tantas qualidades
oferecidas pelos chéds fez com que este alimento passasse a ser uma das bebidas mais
consumidas também pela populagdo ocidental.

Muitos estudos ja comprovam a alta concentragao de compostos bioativos em folhas

da Camellia sinensis, mas o processo de extra¢do utilizado altera de maneira significativa a
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composi¢ao e a bioatividade dos extratos. Desta maneira, técnicas com solventes seguros e que
reduzem o consumo de energia tém sido frequentemente buscadas pelos pesquisadores. Dentre
os solventes extratores destaca-se o etanol, o qual ¢ recomendado pela agéncia americana US
Food and Drug Administration (FDA) para fins de extragdo por causa de sua baixa toxicidade.
Dentre as técnicas alternativas de extragdo, destacam-se a extracao assistida por ultrassom e por
micro-ondas, pela elevada produtividade, rendimento e seletividade, bem como por reduzir o
tempo de processamento, melhorar a qualidade, reduzir os riscos fisicos e quimicos e por serem
ecologicamente corretas.

Na extra¢@o por micro-ondas a energia ¢ rapidamente utilizada para o aquecimento de
solventes e suspensdes com base no efeito direto sobre moléculas por condugao idnica e rotagao
do dipolo, que causam fric¢do e colisdes entre ions e dipolos (ZHANG et al., 2011). As micro-
ondas podem proporcionar uma elevada quantidade de movimento e de energia para a ruptura
celular, favorecendo a penetragdo do solvente, o que resulta na lixiviagdo do analito alvo através
da rapida entrada do solvente de extragdo na matriz do material (CHANG et al., 2011).

Alguns estudos (UDDIN et al., 2016) também mostram que uma grande quantidade
dos compostos bioativos ndo sdo extraidos ao efetuar uma simples infusdo da erva com agua
quente, ndo sendo, portanto, ingeridos e acabam consequentemente descartados junto ao
material. Além da necessidade de extracdo dos compostos bioativos presentes no cha, tem-se a
problematica relacionada a baixa estabilidade do produto pronto para beber.

Industrialmente, o cha gelado que ¢ vendido em latas e garrafas é produzido pelo uso
do extrato do chad com adic¢do de agucar, suco de limdo, 4cido e corantes, para modificar seu
aroma, sabor e cor. Além de vérios aditivos usados como agentes estabilizantes. Porém, tal tipo
de bebida ndo atende a demanda dos consumidores que estdo procurando produtos livres de
aditivos. Um dos principais problemas encontrados na producao do ché frio pronto para beber,
livre de aditivo, ¢ a sua instabilidade devido a formacgdo do “tea cream”. O processo de
formagdo do “tea cream” faz com que o ché apresente uma aparéncia cremosa, quando deixado
sob refrigeracdo. Além de afetar o visual, o sabor e as propriedades do cha também sao
alterados. (CHANDINI et al., 2013).

A busca por novos produtos a partir dos chas, nos quais seus compostos bioativos
sejam ingeridos e ndo simplesmente descartados, ¢ ainda um grande desafio. O produto
utilizado neste trabalho ¢ um blend de chés e se trata de uma mistura de chds composta em peso
por 40% ché branco, 40% cha verde, 10% menta e 10% hortela. Por se tratar de um campeao

de vendas em todas as franquias em que ¢ comercializado, surge a ideia de trazer este cha tao
2
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comercializado de uma maneira diferente ao consumidor, estudando mais a fundo suas
propriedades.

Além disso, no que diz respeito a estrutura deste novo produto, se detacam os
processos de recobrimentos e granulagdes, que sdo amplamente utilizados no setor alimenticio,
pois podem melhorar a atratividade do produto, com relagdo a qualidade nutricional, seguranga
e aumento no tempo de conservagao.

A granulagcdo € um processo que apresenta como objetivo converter pos finos em
materiais granulares, com propriedades fisicas controladas. Muitas industrias quimicas,
ceramicas, metalurgicas, nucleares e farmacéuticas, lidam com o processamento de sélidos
finamente divididos e muitas vezes ¢ necessario realizar o aumento de tamanho das particulas
pelo método de granulacdo. As propriedades desejadas sdao densificacdo, homogeneizagao,
resisténcia, fluidez ¢ uniformidade (KAPUR, 1978).

O processo de granulagdo ¢ complexo e ocorre com varios fendmenos fisicos e
quimicos concorrentes no equipamento de granulacdo, e que conduzem a formagdo dos
granulos. Portanto, diversas caracteristicas do fluido ligante, das matérias-primas e do
equipamento granulador tém influéncia nas condigdes de granulacdo, nos mecanismos de
granula¢do e na qualidade do produto granulado e, por isso, cada material a ser granulado possui
uma determinada condi¢do para que este processo seja concluido com sucesso.

J& o processo de recobrimento de materiais consiste em revestir totalmente a superficie
da particula com substancias aderentes, que podem apresentar-se puras ou em mistura com
materiais ativos e/ou inertes, pois possui muitas func¢des, entre elas, retardar as perdas de
umidade, retardar as trocas gasosas, aumentar a integridade estrutural, promovendo alguma
protecdo fisica contra injurias, reter componentes volateis, constituintes do odor e do sabor, ou

mesmo conter aditivos alimenticios.

1.2 Objetivos

Esse trabalho pretende destacar como o alto potencial do blend de chas pode ser
explorado de forma a disponibilizar a populagdo produtos com uma grande quantidade de
compostos bioativos e que serd também atrativo ao mercado dado o crescente interesse por

alimentacdo saudavel.



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

Considerando os aspectos supramencionados, o objetivo geral deste trabalho foi de
estudar o desempenho do disco rotativo como equipamento de granulacdo do blend de chas,
tendo em vista a preservagdo das propriedades do produto final. Os objetivos especificos foram:

e Avaliar a extracdo de compostos antioxidantes por meio de solugdes

hidroetanolicas em micro-ondas, determinando a condig@o 6tima de extragao.

e Avaliar o conteido de compostos fenolicos totais, flavondides totais, atividade

antioxidante, catequinas, cafeina e 4cido galico do blend de chés in natura.

e Analisar o desempenho da granulagdo do blend de chés avaliando os efeitos da

concentragdo de ligante, massa de solidos, rotacao e inclinagao do disco.

e Avaliar o impacto da operagdo de granulacdo e secagem na estufa do blend de chas

sobre o teor de compostos fendlicos totais, flavondides totais, atividade
antioxidante, catequinas, cafeina e acido gélico e comparar com o composto in

natura.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, apresenta-se uma sintese da revisdo bibliografica realizada para
embasar os estudos realizados neste trabalho. Dessa forma, foi apresentado o material utilizado,
sua composicao e relevancia e posteriormente, foram discutidos os métodos de caracterizagao,

conservagdo e granulacdo deste material.

2.1 Blend de chas

O cha ¢ a segunda bebida mais consumida no mundo, ficando atras somente da agua.
Ele ¢ considerado por muitos, uma bebida funcional capaz de prevenir e at¢ mesmo curar
algumas doencas (JANKUN et al. 1997). O blend de chas utilizado neste trabalho ¢ um produto
atualmente ja comercializado pela Lima & Pergher Industria e Comércio S/A, diretamente pelas
lojas da marca Provanza. A Lima & Pergher ¢ uma holding com atuacdo em diversos
segmentos.

A Provanza ¢ umadas marcas de cosméticos pertencentes ao grupo, a qual funciona no
modelo de franquias, com cosméticos de alto valor agregado e produtos de exceléncia. Desta
maneira a Provanza trabalha ainda com o conceito do bem-estar. E, a partir deste conceito e das
diversas formas em que a vida saudavel tem sido buscada pela populagdo, a empresa traz como
parte de toda a sua histdria e de seus produtos a cultura dos chés. A grande maioria dos produtos
comercializados pela marca possuem ativos e ingredientes que exploram de forma significativa
as propriedades dos compostos presentes nos chas. Além dos produtos possuirem em sua
formulagdo ingredientes provenientes dos chas, nas lojas também sido comercializados diversos
tipos de chds, no formato de bebida, chas quentes ou gelados que podem ser consumidos
imediatamente, imprimindo ao consumidor o marketing sobre como os chas sdo benéficos a
saude. A empresa traz, portanto, este conceito na pratica, do bem-estar de dentro para fora ao
tomar o cha cuidando também do interior do corpo.

Um dos chas mais comercializados pela empresa ¢ o blend de chés. Este produto se
trata de uma mistura de chas composta em peso por 40% cha branco, 40% ché verde, 10%
menta e 10% horteld. Ainda na busca de alimentos saudéveis e ricos em compostos que fazem
bem a saude trazer o blend de chas, por ser muito rico em diversos compostos bioativos, como
uma nova forma de levar componentes benéficos a satide para as pessoas, se torna um grande

atrativo para a empresa.
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2.2 Camellia sinensis

As Unicas ervas existentes que sdo denominadas como chés sdo as bebidas obtidas da
infusdo das folhas provenientes da Camellia sinensis, que possui como habitat natural a China.
Pode ser um arbusto ou arvore de até 16 metros de altura (FERRARA et al., 2001). As flores
sd0 pequenas e brancas e o fruto ¢ uma capsula de aproximadamente dois ou trés centimetros

de didmetro, como pode ser observado na Figura 2.1.

Figura 2. 1: Florei da Camellia sinensis

Fonte: http://migre.me/qHIw;.

A denominacdo ‘“chd” no mundo refere-se a infusdes obtidas apenas da planta
Camellia sinensis, sendo que para outros tipos de planta usa-se a denominagdo “infusdo”.
Entretanto, o Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas define “chad”
como produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(is) inteira(s),
fragmentada(s) ou moida(s), podendo ser ou ndo fermentado, tostada(s) e considera 54 espécies
vegetais como matéria-prima para essa bebida, entre as quais estdo a banana (Musa romatica),
acerola (Malpighia glabra), abacaxi (Bromelia ananas), baunilha (Vanilla romatica), marmelo
(Pyrus cydonia ou Cydonia vulgaris), mirtilo (Vaccinium myrtillus); raizes como beterraba
(Beta vulgaris), cenoura (Daucus carota) e sementes como guarand (Paullinia cupana), entre

outros (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006).
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Os chéas da Camellia sinensis podem ser classificados em 8 tipos basicos e sdo
diferenciados pelo beneficiamento das folhas, sendo eles: cha branco, ché verde, cha amarelo,
ché vermelho, cha preto, oolong, matcha e bancha. Todos sdo extraidos da mesma erva, e por
1SS0, possuem 0s mesmos compostos em sua composi¢do, porém com composi¢ao diferenciada.

O ché branco ¢ obtido a partir dos brotos e flores jovens da planta, sendo colhidas
cerca de 2 vezes ao ano antes de se oxidarem, por isso sua cor mais clara, e sabor mais suave.
Ja o cha verde ¢ feito a partir das folhas e botdes da planta, que apos colhidos recebem uma
vaporizagdo e uma secagem natural, preservando os polifendis naturais, este cha possui um
sabor mais amargo devido ao maior teor de catequinas. O cha amarelo, possui um tempo maior
de secagem fazendo com que suas folhas fiquem em um tom mais amarelado, isso faz com que
seja apreciado por seu sabor suave e refrescante. Para a obtencao do cha vermelho as folhas sao
armazenadas geralmente em barris, para que passem pelo processo de fermentagdo e secagem,
gerando assim uma cor mais terrosa.

O cha preto ¢ um dos chas mais consumidos em todo o mundo, ¢ derivado das folhas
envelhecidas pela oxidacdo tornando-as negras, apresentando um sabor mais acentuado. O
cha oolong ¢ o tipo intermediario entre o cha verde e o cha preto. E obtido apoés as folhas
sofrerem uma secagem rapida e, entdo, serem submetidas a um processo de fermentacdo. Este
processo ¢ interrompido rapidamente, o que confere a este chd quantidade consideravel de
catequinas, apresentando sabor menos amargo quando comparado ao ché preto. Ultimamente o
matcha caiu no gosto da populagdo, tornando-se muito conhecido. As folhas para obtencao
deste cha sdo protegidas da luz solar antes que elas apare¢cam nas plantacdes. Este processo
forca as plantas a lutarem por seu crescimento, resultando em folhas alongadas, finas e maciais,
ricas em aminodacidos e clorofila. Ja o bancha ¢ feito a partir de folhas maduras, sendo rico em
catequinas, apresentando um sabor mais suave quando comparado ao cha verde.

Segundo Weisburguer (1997), a historia do chd como bebida data do ano de 2.700
A.C., na China. No Japao o consumo de cha foi introduzido por volta do século VI. Por um
longo periodo, o cha apenas era consumido pelas camadas mais altas da sociedade, tornando-
se popular somente 700 anos depois. O consumo entéo se difundiu por toda a Asia e das colonias
para as metropoles (por exemplo, da Indonésia para a Holanda e da India para o Reino Unido),
onde em meados do século XVII os ingleses divulgaram e popularizaram o cha por todo o
mundo.

Os primeiros arbustos de Camellia sinensis chegaram ao Brasil no inicio do século

XIX por meio de um comerciante chamado Luiz de Abreu. Nesta época, os arbustos foram
7
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plantados em terras coloniais, a mando de D. Jodo VI e, a partir disso, suas propriedades
comegaram a ser notadas e difundida por todo o pais (PAGANI-COSTA e CARVALHO DA
SILVA, 2011).

A planta Camellia sinensis logo espalhou-se por outros estados como Minas Gerais,
Sao Paulo e Parana. Atualmente o Vale da Ribeira em Sao Paulo (SP) ¢ a principal regido que
se realiza o plantio desta planta (FIRMINO, 2011).

Os chas provenientes das folhas de Camellia sinensis sdo muito estudados em todo o
mundo devido a sua popularidade e também alto teor de compostos bioativos. Dentre os chas
provenientes da Camellia sinensis, os mais consumidos e mais conhecidos sdo o cha verde, o
chd preto e o ché branco. Desses trés tipos de chas, o ché verde ¢ o que possui maior quantidade
de compostos funcionais (CHENG, 2006). Os compostos funcionais que estdo presentes na
Camellia sinensis sdo as catequinas, dentre elas pode-se citar as principais: EGCG, EGC, ECG,
e EC. Dentre elas, a EGCG estd em maior quantidade e ¢ a principal catequina utilizada para
tratamento de doengas como o cancer. Sabe-se que este fenodlico inibe a enzima responsavel
pelo crescimento do tumor (BAZINET et al. 2007; JANKUN et al., 1997).

Os beneficios do cha verde associados a saude do homem, tem sido atribuidos a altas
concentragdes de antioxidantes e de compostos fendlicos. Gragas a isso, o cha verde passou a
fazer parte do grupo de bebidas que possuem propriedades funcionais (KUMAR et al., 2011;
FIRMINO 2011).

Além das catequinas, existem outros compostos fundamentais que sdo responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais do cha, como as proteinas, aminoacidos, agucares,

polissacarideos, lipidios, cafeina e minerais (JIANG et al., 2015).

2.3 Compostos bioativos e capacidade antioxidante

Antioxidante ¢ qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz,
que possuem o potencial de neutralizar os radicais livres, retardando ou inibindo a sua agao de
oxidacdo. Os antioxidantes estdo em constante atividade nos organismos vivos, necessitando
estar em quantidades suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sao
constantemente produzidos. Quando esta neutralizagcdo ndo existe, ocorre o estresse oxidativo

(BECKER et al., 2004).
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A dieta humana contém uma série de diferentes compostos que possuem atividades
antioxidantes. Frutas, vegetais, cereais e chas representam excelentes fontes de compostos
bioativos e seu consumo ¢ associado a reducao do risco de doengas cronicas comuns, incluindo
cancer, doengas cardiovasculares e doencgas inflamatdrias cronicas (KRIS-ETHERTON et al,
2002; GARCIA-VILLALON et al., 2016; UDDIN et al., 2016). Este efeito protetor se deve a
capacidade que os compostos antioxidantes possuem de neutralizar os radicais livres que
acarretam disfun¢des da membrana celular e danos ao DNA.

Os compostos bioativos s3o metabolitos secundarios provenientes do desenvolvimento
normal de plantas e em resposta a condigdes de estresse. Esses compostos contribuem para
qualidades sensoriais, como cor e sabor de frutas e vegetais frescos e seus produtos. Os
compostos bioativos podem ser classificados em compostos inorganicos (minerais) e organicos
tais como os isoprenoides (carotenoides, saponinas, tocoferol etc), compostos fenolicos (acidos
fenolicos, flavonoides, taninos e ligninas), lipideos, oligossacarideos e polissacarideos
(PEREZ, 2016). Um dos principais grupos de antioxidantes encontrados nas plantas, em
especial nos chés, sdo os compostos fendlicos, com destaque para a classe dos flavonoides.

Os compostos fendlicos englobam uma ampla classe de fitoquimicos, os quais se
dividem em flavonoides e acidos fendlicos. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos
estd relacionada com o numero e a posicdo dos grupos hidroxilicos e conjugagdes, além da
presenca de elétrons doadores no anel aromatico que possui capacidade de suportar o
despareamento de elétrons deslocalizados do sistema de elétrons (RAMIREZ-TORTOZA et
al., 2001).

Os flavonoides sdo formados por dois anéis aromaticos ligados a um heterociclo
oxigenado (Figura 2.2). Encontram-se, geralmente, ligados a agtcares formando glicosideos.
Os 4cidos fenolicos se caracterizam pela presenga de um anel aromatico com uma ou mais

hidroxilas (Figura 2.3).
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Figura 2. 2: Estrutura quimica dos flavonéides
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Fonte: FANARO, 2013.
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Figura 2. 3: Estrutura quimica de
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Os fenodlicos totais representam de 10 a 20% do peso seco do chd, dentre eles se

destacam: galato de epigalocatequina (EGCG) de 1

,2 a 18,8%, epigalocatequina (EGC) de 0,1

a 5,5% , epicatequina (EC) de 0,9 a 2% e tragos (<0,08%) de catequina (SAITO, 2007). A

estrutura dessas e outras catequinas podem ser vistas na Figura 2.4.

Figura 2. 4: Estrutura molecular de algumas catequinas
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A natureza polifendlica das catequinas confere a maioria dos polifenois propriedades
como: elevado poder redutor e capacidade de neutralizar radicais livres de oxigénio. Estas
propriedades, sdo responsdveis pelos efeitos benéficos a satde, tais como, sua acdo
antibacteriana, inibidora de enzimas e sua atividade antioxidante (PORTO, 2002; JANKUN,
SELMAN e SWIERCZ 1997).

Estudos epidemiologicos associam o consumo de Camellia sinensis com baixo risco
de diversos tipos de cancer (SATO; MYATA, 2000; TOIT et al., 2001) e seus polifenois tém
demonstrado ser um efetivo agente quimiopreventivo (CABRERA et al., 2003; GOSSLAU;
CHEN, 2004). Outras propriedades estdo relacionadas a prevencao de Alzheimer (FANG et al.,
2016) e diabetes (HEMALATHA et al., 2016), ao aumento da atividade insulinica
(ANDERSON; POLANSKY, 2002), capacidades antimicrobiana, imuno-estimulatéria e anti-
inflamatorias (SAITO et al., 2006), protecdo contra doengas cardiovasculares (SANO et al.,
2004) e cerebrais (SUZUKI et al., 2004), inibicao do crescimento de caries (SAKANAKA et
al., 1989), inibicdo de alergias (YEO et al., 1995), reducdo da pressdo arterial sist€émica e
prevencao de gota (NA et al., 1996) e estudos demonstram que estes compostos possuem
atividades microbianas notaveis e podem substituir os antioxidantes sintéticos em alimentos

(GOLI et al., 2005).

2.4 Avaliacao da atividade antioxidante

A medida da capacidade antioxidante engloba a ac¢do cumulativa de todos
antioxidantes presentes na amostra. Um método ideal para avaliagdo da capacidade antioxidante
deve ser rapido, reprodutivel, requerer pequenas quantidades de reagente e ndo ser influenciado
pelas propriedades fisicas dos compostos (MARCO, 1968). Essa avaliagdo in vitro ¢ importante
para verificar se ha correlagcdo entre os antioxidantes potentes e os niveis de estresse oxidativo
(HUANG et al., 2005).

Os métodos para avaliacdo podem se basear na transferéncia de elétrons, tais como
método Folin-Ciocalteu, sequestros de radicais livres, tais como o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazil) ou ainda a metodologia descrita por Zhishen ef al. (1999).

O método do DPPH ¢ simples e altamente sensivel, o que o torna amplamente utilizado
nos estudos de antioxidantes naturais. O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) ¢ um radical de

nitrogénio orgénico, solivel em meio orgénico, estavel e possui absorbancia maxima na faixa
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de 515-520nm. O DPPH ¢ formado diretamente em solucdo e possui coloracao violeta, porém
na presenca de doadores de hidrogénio [ A-H] (antioxidantes sequestrantes de radicais livres) se
reduz a hidrazina a qual possui coloragdo amarela (Figura 2.5). A redugcdo do DPPH ¢

acompanhada pelo monitoramento do decréscimo da absorbancia (SILVA, 2018).

Figura 2. 5: Reagdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante.

NO, NO,
' H
O,N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,

1]

Fonte: SILVA, 2018.

A determinacao de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu também
¢ simples, de facil reprodutibilidade e bem aceita na literatura. A Figura 2.6 apresenta a
desprotonacao do 4cido gélico (exemplo de composto fendlico) em meio basico, gerando anions
de fenolato. Em seguida, conforme a Figura 2.7, ocorre a reagdo de oxirredugdo entre este anion
com o reagente de Folin (mistura dos acidos fosfotiingstico e fosfomobilibdico) na qual o
molibdénio e o tungsténio sofrem reducgdo, formando o molibdénio azul e o tungsténio azul, e
consequentemente mudando a coloragdo da solu¢do para azul, sendo que quanto maior a
presenga do composto fendlico mais azul se torna a coloragdo da solucdo (Figura 2.8). A
intensidade dependera da concentra¢do de substancias redutoras na amostra (CICCO ef al.,
2009). Entretanto, essa metodologia possui uma limitagdo, pois além dos compostos fendlicos
quantifica também outros compostos com capacidade redutora, tais como acido ascorbico e

acucares redutores (ZHAO et al., 2017).
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Figura 2. 6: Desprotonacao do acido galico.
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Figura 2. 7: Reagdo do anion fenolado com molibdénio.
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H OH 0 OH
0

OH

pelo método de Folin-Ciocalteu.

Figura 2. 8: Diferentes coloragdes das solugdes
: . :

Fonte: SMIDERLE, 2013.

Para a determinacdo de flavondides totais a metodologia descrita por Zhishen et al.
(1999) consiste em um método colorimétrico com leitura de absorbancias a partir da adicao de
NO,, AlCl; e NaOH, em que a coloragdo final da solucdo se torna avermelhada a medida em

que a concentracao de flavondides aumenta (Figura 2.9).
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Figura 2. 9: Coloragdes das solugdes na determinagao de flavonoides totais.

2.5 Extraciao dos compostos bioativos

A extracdo com solventes € 0 método mais aplicado para a separacao dos compostos
bioativos presentes no cha. Porém, esta técnica pode ndo ser seletiva e ainda o extrato obtido
conter solventes que podem ser prejudiciais a saude.

Diversas varidveis podem afetar o rendimento da extracdo de antioxidantes
provenientes de fontes naturais, tais como: composi¢ao, concentracdo do solvente, tempo de
extragdo, temperatura, pH, tamanho da particula, umidade, razdo liquido-sélido, agitagdo e tipo
de solvente (BERNARDES, 2018).

De acordo com Oliveira (2014) apud Azmir et al. (2013) o sucesso de uma técnica de
extracdo estd diretamente relacionada como o solvente utilizado e a aplicacdo de calor e/ou
maceragdo. De forma geral, a extragdo de compostos fendlicos se baseia na difusdo dos
compostos de uma matriz sélida (amostras do alimento) utilizando uma matriz liquida
(solvente). O sucesso de qualquer técnica de extragdo pode ser apontado entdo como o método
em que a maior quantidade de compostos bioativos seja extraido pelo solvente.

Dentre estas variaveis, se destaca o tipo de solvente, sendo os mais polares capazes de
extrair os compostos fenolicos com maior eficiéncia. Para a escolha do solvente, devem ser
considerados alguns fatores como: afinidade molecular entre solvente e soluto, transferéncia de
massa, seguranga ambiental, toxicidade para humanos e viabilidade financeira.

Metanol e misturas de metanol/dgua sdo os solventes mais utilizados para extragao de

substancias fendlicas (OLIVEIRA, 2014 apud TSAO, 2010). O grande problema do uso do
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metanol estd exatamente associado a sua elevada toxicidade. Desta maneira, € essencial o
estudo de novos métodos de extragao, utilizando solventes com menor toxicidade.

Outro fator citado como primordial para o sucesso de uma extragdo ¢ a aplicacao de
calor ou maceragdo. Muitos trabalhos referentes a extragdo de compostos bioativos como
fendlicos e flavonodides de plantas utilizam métodos de infusdo de folhas em solventes
preaquecidos ou com aquecimento em baldo volumétrico do solvente com a matriz sélida. Mas
considerando que a aplicacdo de calor ¢ um fator que influencia no processo, alguns
pesquisadores desenvolveram trabalhos analisando também outras técnicas como extragdo em
ultrassom e micro-ondas (MAE).

O blend de chés estudado nesta dissertagdo ¢ um produto diferente e exclusivo da
Provanza. Desta forma, ao se tratar de um produto inovador, ndo existem trabalhos que sejam
referéncias bibliograficas para este produto em questdo. Porém, considerando que o blend de
chas ¢ formado 80% em peso por cha verde e cha branco, provenientes da planta Camellia
sinensis utilizou-se a vasta quantidade de pesquisas ja existentes sobre esta planta para
embasamento tedrico e referéncias bibliograficas.

Xuejun et al. (2003) realizaram procedimentos de extragdo de bioativos das folhas de
cha verde em seis etapas e foram avaliados os compostos polifendis e cafeina, pela técnica de
andlise colorimétrica. Aprimeira etapa analisou a influéncia da concentracdo de etanol em
volume, extraindo no micro-ondas por 5 min e com 20mL/g de razdo liquido/solido, Xuejun et
al. (2003) identificaram a concentracdo ideal como 50%. A. segunda etapa foi a influéncia do
tempo de extragdo, na faixa de 0,5 a 8 min, extraindo com solvente hidroetandlico 50% em
volume e com 20mL/g de razdo liquido/solido, definido o tempo de extragdo ideal como 4
minutos. A terceira etapa foi a influéncia da razdo liquido/sélido, variando de 10 a 25mL/g,
sendo extraido no micro-ondas por 5 min com solvente hidroetanolico 50% em volume, sendo
que os autores determinaram a razao ideal como 20mL/g.

Com os parametros definidos em extracdo em micro-ondas por 4 min com uma solugao
hidroetanolica com 50% de etanol, por 4 min e uma concentracao liquido/solido de 20mL/g, a
quarta etapa do trabalho de Xuejun et al. (2003) consistiu na variacdo dos solventes utilizados
entre, etanol, metanol e acetona puros, com 50% v/v de dgua e também com agua pura. Os
resultados obtidos pelos autores sdo mostrados na Figura 2.10, no qual pode se observar que
extragdes realizadas com 50% éagua e 50% etanol sdo as mais eficientes na extracdo de

polifenois dos chas.
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Figura 2. 10: Efeitos dos solventes na extra¢do de polifendis e cafeina.
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Fonte: XUEJUN et al. (2003).

A quinta etapa do trabalho de Xuejun ef al. (2003) avaliou os efeitos de uma pré
lixiviagdo de 0 a 90 min em temperatura ambiente (20 °C) antes da extracdo em micro-ondas
por 4 min com uma solu¢do hidroetandlica com 50% de etanol, por 4 min e uma concentracao
liquido/sélido de 20mL/g. Este teste levou os pesquisadores a conclusdo de que este pré
tratamento da amostra aumentou em cerca de 29% a quantidade de polifendis e cafeina
extraidos.

Portanto, para finalizarem este trabalho, Xuejun ef al. (2003) compararam todos estes
resultados ideais definidos nos 5 testes anteriores para comparar as técnicas de extragdo no
micro-ondas por 4 min com pré tratamento de 90 min, ultrassom por 90 min, extracdo a
temperatura ambiente (20 °C) por 20 h e extragao por aquecimento (85 °C) com refluxo durante
45 min, todos utilizando solu¢do hidroetandlica com 50% de etanol, por 4 min e uma
concentragdo liquido/solido de 20mL/g. Os autores concluiram entdo que a técnica de extragao
em micro-ondas (MAE) resultou em extratos com maiores concentragdes de polifendis e cafeina
e que industrias alimenticias e medicinais seriam beneficiadas com essa tecnologia emergente
do MAE, que ¢ rapida, segura e mais ecoldgica do que os métodos convencionais de extragao.

Perva-Uzunalic (2006) comparou extragdes de bioativos das folhas de cha verde com
a razdo liquido/s6lido de 20mL/g com solventes em diferentes concentracdes (de 25% até
100%) de etanol, metanol, acetona, dgua e acetonitrila, em temperatura constante através do
aquecimento da solu¢do contendo solvente e matriz sélida em baldo volumétrico com
condensador. Em uma segunda etapa a autora analisou a d4gua como solvente, uma razao de

100mL/g e temperaturas constantes de 60 °C, 80 °C e 95 °C, variando o tempo de extragao de 1
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a 120 min. A melhor condi¢@o observada por ela foi a razao liquido/sélido em 100mL/g, com
solvente hidroetandlico com 50% de etanol com tempos de extragdo de 5 a 10 min em elevadas
temperaturas. Perva-Uzunalic'(2006) avaliou os compostos EC, ECG, EGC, EGCG, miricetina,
quercetina e kaempferolem HPLC.

Liang et al. (2007) avaliaram as influéncias de razdes liquido/so6lido entre 10mL/g,
15mL/g e 20mL/g , tempos entrel, 3e 5 min no processo de extra¢do de bioativos das folhas de
ché verde através da técnica de infusdo em 4dgua quente com temperaturas entre 50 “C,75 'C e
100 °C. O experimento com melhor resultado foi com 3 min de extracdo com 20mL/g e a 4gua
com temperatura de 100 °C. Liang ef al. (2007) avaliaram tambem os compostos flanoodides
em HPLC.

Rusak et al. (2008) analisaram extragdes para folhas de cha verde e cha branco com
razdo liquido/sélido de 100mL/g pelo método de infusdo com solucdes a 80°C em diferentes
concentragdes de etanol em agua, v/v (10%, 40% 70%), dgua pura e 4gua com 2,5% de suco de
limdo. Os autores identificaram como melhor solucao extratora solugdes com 40% de etanol e
afirmaram que o cha verde possui mais compostos bioativos do que o ché branco. Neste trabalho
foram avaliados o teor de fendlicos totais pelo método Folin—Ciocalteu com o padrao do acido
gélico. Para o teor de flavonoides totais foi feita uma reacdo dos flavondides com formaldeido
que ocasiona a precipitagdo dos flavondides, o precipitado era removido e o sobrenadante
analisado (compostos que ndo sdo flavonoides). Desta forma o teor de flavondides total foi
obtido através da subtragdo do total de fendlicos pelo resultado da andlise dos compostos que
ndo eram flavonoides. Neste estudo também foi analisado a atividade antioxidante através do
ensaio de poténcia redutora/antioxidante férrica e a atividade sequestradora de radicais livres
dos extratos de ché foi determinada pelo ensaio de descoloragdo por cations radicais ABTS
(ABTS * +). Para finalizar os autores também realizaram analises de quantificacdo de diversas
catequinas, flavonoides e flavonas em HPLC.

Hu (2016) analisou extragdes de compostos das folhas do cha verde observando a taxa
de intumescimento das folhas infundidas, com razio liquido/s6lido de 50mL/g em temperatura
ambiente através da centrifugacdo do solvente com a matriz s6lida em centrifuga a 150 rpm por
2,5 h, variando-se as concentragdes de etanol e 4gua no solvente e avaliou-se varias catequinas
e a cafeina em HPLC. O autor afirma que comparado com a extracdo em agua, as catequinas e
cafeinas sdo melhor extraidas do chad verde com solu¢des hidroetanolicas, especialmente em
50% de etanol, mas dificilmente em etanol absoluto puro, uma vez que esta condi¢do gera um

menor intumescimento da folha, evitando que os compostos bioativos sejam extraidos.
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A técnica de extracdo com micro-ondas (MAE) acaba se tornando muito favoravel,
uma vez que produz extratos com elevado teor de compostos bioativos, reduz
significativamente o tempo de extragdo e, consequentemente, a degradagdo dos compostos
antioxidantes (VIEIRA et al., 2017). Quando MAE ¢ aplicada a absor¢ao da energia por
moléculas polares leva a ruptura celular o que facilita a extragdo (BOURAS et al., 2015). A
utilizagdo de micro-ondas implica no rapido aquecimento do solvente e aumento da pressao
interna dentro do solido, aumentando a eficiéncia de extragdo e também reduz a deterioragao
dos compostos fendlicos (BHUYAN et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).

Considerando os aspectos supramencionados, nesse trabalho foram avaliadas as
extragdes dos compostos antioxidantes do blend de chés utilizando diferentes solucdes

hidroalcdolicas como solvente em micro-ondas.

2.6 Identificacao e quantificacio dos compostos fenolicos

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais pode ser realizada por diversas técnicas
espectrofotométricas, entretanto, o método que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu ¢ o mais
utilizado. Porém, como reportado anteriormente, este método possui uma limitagdo, pois além
dos compostos fenolicos quantifica também outros compostos com capacidade redutora, tais
como 4cido ascorbico e acucares redutores. Uma alternativa que permite a quantificagdo e
identificagcdo dos compostos fenodlicos presentes na amostra ¢ a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Este processo consiste na separa¢gdo dos componentes de uma mistura entre
a fase movel e a fase estaciondria. Ao adicionar a amostra no sistema cromatografico, ha uma
distribuicdo dos componentes da amostra entre as duas fases, e estes componentes se deslocam
mais lentamente que a fase movel devido ao efeito retardante da fase estaciondria. A velocidade
com que cada componente desloca-se pelo do sistema ¢ determinada pelo equilibrio de
distribui¢do. Esta cromatografia emprega colunas, recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase movel que ¢ eluida sob altas pressdes. E uma técnica amplamente usada
para quantificacdo de compostos fenolicos, acucares, acidos organicos, aminodcidos e
proteinas. Tem a capacidade de realizar separagdes e analises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos

minutos, com alta resolu¢ao, eficié€ncia e sensibilidade (SKOOG et al., 2002).
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A fase movel nas andlises em CLAE deve ser liquida, apresentar elevado grau de
pureza, dissolver a amostra sem decompor seus componentes, ndo dissolver a fase estacionaria,
deve ser compativel com o detector, ndo toxica, de baixa viscosidade (efeito sobre a
transferéncia de massa entre as fases movel e estaciondria) e ter polaridade adequada para
permitir uma separacdo satisfatoria dos componentes da amostra. A fase mével podera ser
isocratica, ou seja, um Unico solvente de composicao constante. Entretanto, algumas amostras
requerem a variagdo da composi¢do da fase movel a qual ¢ denominada gradiente. A separagao
por gradiente tem as vantagens de reduzir o tempo de andlise, aumentar a resolugdo e reproduzir
picos, tornando-os mais finos e mais simétricos. Entretanto, pode aumentar o custo, por requerer
uma bomba com misturador, ademais pode danificar a coluna devido & mudanca de forga da
fase movel ao longo da andlise (SKOOG et al., 2002).

A fase estaciondria deve apresentar resolu¢do na separacdo da mistura, ser de facil
introdugdo na coluna, produzir pequenas quedas de pressao e baixo custo. As particulas devem
ser pequenas (3 a 40 um) e uniformes. Quanto menores as particulas, menores serdo as
distancias de contato do soluto com as fases estaciondrias e mével e maior serd a eficiéncia da
coluna. Podem ainda ser classificadas como: so6lidos rigidos, semi-rigidos ou nao rigidos,
podem ser porosas ou peliculares (superficialmente porosas), esféricas ou irregulares. O
material mais utilizado atualmente ¢ a silica que pode possuir diversos grupos funcionais ou
camadas poliméricas ligadas a sua superficie (CIOLA, 2000).

A cromatografia pode ser classificada em fase normal ou com fase reversa de acordo
com a natureza das fases movel e estacionaria. Na fase normal a fase estaciondria utilizada ¢
polar e a fase movel € apolar, em relacdo a eluicdo, os solutos mais apolares sdo eluidos
primeiramente, enquanto que os polares sdo retidos pela fase estacionaria e sao eluidos depois.
Com fase reversa, a fase estaciondria ¢ apolar e a fase movel polar, portanto os compostos
polares sdo eluidos primeiro e os mais apolares eluidos posteriormente (VOGEL, 1981;
COLLINS et al., 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ amplamente utilizada em varios processos,
como em industrias alimenticias, farmacéuticas, refinarias, quimicas, dentre outras, na qual ha
a necessidade de separar, isolar, purificar e quantificar componentes de misturas que
apresentam elevada complexidade.

Bindes (2017) e Sousa (2016) avaliaram a composi¢ao do extrato de ch4 verde em HPLC
(CLAE) (marca Shimatzu modelo LC- 20A Prominence). Estes autores empregaram a

metodologia descrita por Wang (2000). Utilizando a coluna Discovery HS C18, 5 um de
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dimensao 25 cm por 4,6 mm adquirida da Supelco, com uma vazao da fase movel de 1,0 mL
min-1, temperatura de 30 °C, comprimento de onda de 270 nm e um volume de 20 pL de
amostra. A fase movel utilizada foi: metanol/dgua/acido ortofosforico na propor¢ao de
20/79,9/0,1 em volume respectivamente, e foram obtidos os compostos: GA, EGC, EC, EGCG,

catequina e cafeina.

2.7 Granulacao

Na industria o termo granulagdo ¢ utilizado para se referir & aglomeragao por agitagao.
Durante a granulacdo o material particulado pode ser introduzido no processo, em modo
continuo ou batelada. Dentre os processos que utilizam a aglomeragao por agitagcdo destacam-
se o leito fluidizado, discos e tambores rotativos, e misturadores. Apesar da grande diversidade
de equipamentos e processos, o principio da granulac¢do baseia-se na atomizagao de um liquido
ligante sobre um leito de particulas em agita¢ao. Portanto, a qualidade do produto final depende
da intensidade da agitagdo e da mistura entre as particulas solidas e o liquido adicionado.

O objetivo basico de um processo de granulacdo ¢ obter uma distribuicdo
granulométrica especifica para o granulado desejado. Granulos que ndo estejam dentro do
tamanho padrdo desejado para aquela granulagdo especifica, pequenos ou grandes demais,
podem ser devolvidos para o processo na forma de reciclo. Varias industrias utilizam este
processo, podendo-se destacar as industrias farmacéuticas, alimenticias, produtos agricolas e
industrias metalargicas.

A aglomeragdo ¢ um processo de aumento do tamanho de particulas e pode ocorrer
pela formacgao de pequenos granulos gerados por meio da colisdo e aderéncia entre particulas
unitarias, ou pela formacdo de uma camada em torno de um ntcleo, no qual as particulas
colidem. A forga de ligacao pode ser proveniente das for¢as de Van der Walls ou eletrostaticas,
ou pela formacao de pontes sélidas geradas a partir de sintese quimica, cristalizacdo ou adi¢ao
de um liquido ligante.

De acordo com Schubert (1993), a aglomeragdo por umidificacdo pode ser realizada
pelo método dindmico ou estatico (Figura 2.11). O método dindmico baseia-se na unido entre
as particulas, devido a solidificacdo das pontes liquidas originadas pelas for¢as de coesdo
(resultantes do choque entre as particulas), que sdo intensificadas pela umidificagdo. J& o

método estatico baseia-se no mesmo principio do método dindmico, porém como as particulas
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encontram-se paradas, as pontes solidas (oriundas pela dispersao de um liquido, com
subsequente secagem) sdo formadas pelos pontos de contato. Pode-se citar como exemplos de
processos de aglomerac¢do por umidificagcdo que utilizam o método dindmico: a aglomeragao
em leito fluidizado, a aglomeracdo em misturadores, a aglomeracdo por aplicacdo de jato de
vapor, e a aglomeracao realizada pela alimentacao do p6 juntamente com o liquido pulverizado
sobre um disco inclinado, que gira em alta velocidade. Um exemplo de método estatico ¢ a
distribuicdo das particulas sobre uma esteira em movimento, que passam pelos processos de

umedecimento, secagem e resfriamento.

Figura 2. 11: Principais etapas na aglomeracdo por umidificacdo

Método dinamico Método estatico
Condicao Tipo de processo Particulas em )
movimento Particulas paradas
Particulas secas O O %
|
Atomizagao de liquido v
ou condensacgao de O

Particulas vapor |
umedecidas \{

Colisao entre particulas

Formacao de pontes

Aglomerado umido liquidas

Secagem, formagao de
pontes sdlidas;
resfriamento;
classificacao.

Aglomerado seco

83

O

Fonte: SCHUBERT, 1993.

O processo de adesdo entre particulas e formacdo de aglomerados ¢ decorrente do
aumento do conteido de umidade do produto. Deste modo, as condi¢cdes de processo que
acarretam num acréscimo da umidade do leito, favorecem o aumento de tamanho de particula
até um determinado ponto, quando, a partir de entdo, o aumento excessivo da umidade do leito
ocasiona a saturacao das particulas, formacao de torrdes e consequente colapso da fluidizagao.
O trabalho pioneiro de Rumpf (1958) apresenta um resumo completo dos varios mecanismos

de ligacdo, que podem ser classificados pela presenga ou ndo de substancias ligantes.

22



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

A unido de particulas (Figura 2.12) pode ser realizada pela formacao de pontes liquidas
ou solidas. As pontes solidas podem ser formadas por sinterizagdo, reacdo quimica nos pontos
de contato, endurecimento do material ligante ou pela cristaliza¢ao de materiais dissolvidos. As
pontes liquidas sdo formadas pela acdo da capilaridade entre a particula e o fluido, ou por um
ligante de alta viscosidade. Na auséncia de substancias ligantes, as for¢cas de Van der Waals sao
os principais mecanismos de ligacdo, seguido pela atuagdo de forgas eletrostaticas, que podem
ser atrativas ou repulsivas. A ligagdo entre as particulas também pode ocorrer mecanicamente,

pelo encaixe superficial de particulas fibrosas (PIETSCH, 2003).

Figura 2. 12: Mecanismos de ligacdo mais importantes em aglomerados.

%
B

(a) (b) (c)
Sinterizagao, Fusao parcial, Reacgdes quimicas, Endurecimento de Pontes liquidas, Endurecimento de
Cristalizagdo de substancias soluveis.  ligantes, Liquidos altamente viscosos, ligantes, Cristalizagao de materiais
Absorgao de camadas. dissolvidos, Sedimentagao de

particulas suspensas.

¢

‘ @
(d) (e) (1)

Forgas eletrostaticas, magnéticas, e de Encaixe superficial. Capilaridade.
van der Waals.

Fonte: PIETSCH, 2003.

A aglomeracdo de particulas por meio de ligacdes liquidas pode ser realizada a
diferentes niveis de saturagdo de liquido. Na Figura 2.13 sdo ilustrados os principais estados de
saturagdo de liquido que podem acarretar na formag¢do de um granulo, isto ¢, pendular,

funicular, capilaridade, encapsulado e pseudo-encapsulado.

Figura 2. 13: Diferentes estados de saturagdo das pontes liquidas.

Al A El &

Pendular Funicular Capilaridade Encapsulado Pseudo-encapsulado

Fonte: IVENSON et al., 2001a.
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No estado pendular as pontes liquidas se formam apenas nos pontos de contato entre
as particulas. O estado capilar ocorre devido a completa saturacdo dos poros do granulo,
entretanto a superficie externa do granulo ndo ¢ recoberta com liquido. O estado funicular ¢ a
transi¢do entre o estado pendular e o capilar, onde os poros ainda ndo estdo totalmente
preenchidos com liquido. O encapsulamento ocorre quando a superficie externa das particulas
¢ totalmente recoberta por uma camada de liquido. Por fim, o estado de pseudo- encapsulamento
ocorre quando a particula encapsulada possui alguns poros vazios, que ndo foram preenchidos
pelo liquido (IVESON et al., 2001a).

A etapa inicial em todos os processos da granulagdo umida ¢ a distribui¢ao de um
liquido ligante sobre um leito de particulas secas. A medida que o pé passa pela zona de.
aspersdo, as goticulas de liquido penetram no leito de particulas por capilaridade e formam
nucleos (LITSTER, 2003).

A nucleacdo ideal ocorre quando cada goticula forma um nucleo. De acordo com
Litster (2003), esta condi¢do ideal ¢ favorecida quando a nucleacdo possui um controle de
goticulas. As goticulas também devem penetrar rapidamente no leito de particulas antes de se
coalescerem com outras goticulas na superficie de po. Litster (2003) constatou que a maioria
dos granuladores de escala industrial ndo opera no regime com controle de goticulas, ou
nucleagdo ideal, impossibilitando que o processo de granulacao seja aperfeicoado.

Quando a etapa de umedecimento e nucleag¢do ¢ bem controlada, as caracteristicas de
densidade e tamanho dos granulos sdo governadas pelas etapas de consolidagdo e coalescéncia,
respectivamente. A consolidacdo do granulo depende da sua deformacao causada pelo impacto
durante as colisdes entre particulas no granulador. A deformagdo do granulo ¢ funcdo das
propriedades mecénicas da estrutura do granulo e da energia de colisdo (LITSTER, 2003).

A literatura também aponta para uma grande influéncia de algumas propriedades no
processo de granulagdo como as caracteristicas do solido (distribuicdo de tamanho das
particulas de po, densidade, forma das particulas), do liquido (como viscosidade e tensdo
superficial) e condi¢des operacionais como a relagdo liquido/sélido (L/S), o tempo, método e
localizagdo da adi¢do do fluido ligante, (RAMACHANDRAN et al., 2008).

A quantidade de liquido utilizada na granulagdo, ou seja, a taxa L/S, ¢ um fator de
extrema importancia e uma das principais variaveis do processo de granulagdo. Alta fase liquida
favorece a granulacdo, aumentando o didmetro médio das particulas formadas. Depois de seco,

os sais soluveis (que formavam o ligante) se recristalizam, e estes cristais podem ser
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considerados “o esqueleto” do granulado, conferindo a ele, maior resisténcia fisica
(RODRIGUES, 2012).

A dureza do granulado, ao lado da eficiéncia de granulagdo, € uma caracteristica muito
importante do produto, pois, durezas baixas, levardo a quebra dos granulos.

Segundo Knight (2001), dentre os principais beneficios obtidos pela granulagao,
destacam-se:

- Reduzir a formacao de sujeiras e finos;

- Aumentar a fluidez;

- Modificar a forma e aparéncia do produto, tornando-o mais atrativo;

- Reduzir ou aumentar a densidade do leito;

- Minimizar a formagao de torrdes durante a estocagem,;

- Aumentar as caracteristicas de dispersdo e dissolu¢ao;

2.8 Disco rotativo

A caracteristica mais importante do granulador de disco inclinado ¢ a sua capacidade

de separagdo por tamanho, pois ocorre uma segregacao e descarga dos aglomerados maiores,

conforme indicado na Figura 2.14.

Figura 2. 14: Fluxo de material dentro de um disco granulador.

Fonte: HINTZ; TOMAS, 2014.

O fato de aglomerados e particulas de diferentes tamanhos percorrerem diferentes

caminhos no disco significa que a etapa de crescimento em que os aglomerados sdo umedecidos
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pode ser escolhida, conferindo flexibilidade ao funcionamento do equipamento. O
posicionamento dos bicos e do ponto de adi¢do da alimentacao da solugdo ligante na superficie
do disco ¢ de importancia consideravel. A pulverizac¢ao direta sobre particulas de alimentagao
e nos finos em sua trajetdria incentiva a coalescéncia e nuclea¢do de novos aglomerados. O
umedecimento de aglomerados estabelecidos favorece a deposi¢do em camadas de finos secos
sobre eles. O melhor posicionamento da pulverizagdo requer ensaios experimentais para obter
o melhor resultado para um determinado material alimentado e para o produto desejado
(CARLETTE, 2017).

Como relatado anteriormente, o disco rotativo pode operar em processo continuo,
quando h4, por exemplo, alimentagdo de sélidos na parte traseira (Figura 2.15) ou em processos
de batelada. Para os processos em batelada o equipamento ¢ similar ao disco utilizado no
processo continuo, porém nao apresenta o equipamento de alimentagdo, e portanto, o fundo do

disco ¢ fechado.

Figura 2. 15: Disco profundo com alimentacao traseira.
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Fonte: CAPES, 1980a, p.72.

Os processos de granulagdo a umido em discos rotativos sofrem influéncia de uma
grande quantidade de varidveis como a velocidade de rotagdo do disco, o grau de enchimento
do disco, o angulo de inclinagdo do equipamento, a. quantidade de solugdo ligante adicionada,
quantidade de material ligante presente nesta soluc¢do, qual produto ¢ utilizado como ligante e
o local que ela ¢ aspergida sobre o fluxo de sélidos. Além disso, também afetam a qualidade do

produto final, o tempo de granulagdo e até mesmo a altura da borda do equipamento.

26



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

A velocidade de rotacdo do granulador interfere no movimento do material no interior
do leito. Em rotagdes baixas, o material permanece no fundo do disco (v;), com movimento
relativo entre as particulas muito baixo. Esta caracteristica ndo ¢ recomendada, pois ndo ¢
possivel obter uma boa mistura dos materiais, resultando em excesso de grossos e finos
formados durante a granulagdo. A medida que a velocidade de rotagdo aumenta o material no
interior do granulador “rola” um sobre o outro, sendo que a partir de uma determinada
velocidade inicia-se o cascateamento (v, ), propiciando, assim, maior contato entre as particulas
e alto movimento relativo (Figura 2.16). Geralmente a velocidade de cascateamento
corresponde a 0,75 da velocidade critica (v,). Quando a velocidade do equipamento atinge ou
supera a velocidade critica as particulas sdo fixadas a borda ou podem ser jogadas para fora do
disco (vs). As faixas de velocidade onde ocorre o rolamento € o cascateamento ndao sao bem
definidos e variam em func¢do da natureza do material utilizado e da umidade (CARLETTE,

2017).

Figura 2. 16: Movimento das particulas no interior do disco rotativo em diferentes condi¢des
de velocidade de rotagao.

\l

v, >y Vg > v, >

Fonte: HINTZ; TOMAS, 2014.
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Capes (1980) indicou os angulos de 40 a 70° em relagdo a horizontal para se obter os
melhores resultados, porém, afirmou que os discos sdo tipicamente operados com o angulo entre
45 e 55°.

Como j& mencionado, ndo existem trabalhos que sejam referéncias bibliograficas para
este blend de chas, em que o mesmo seja utilizado em processos de granulagdo. Porém, foram
estudados autores que utilizaram o mesmo tipo de equipamento para que fosse formada a base
dos planejamentos e estudos subsequentes.

Rodrigues (2012) estudou a granulagdo a timido utilizando o super fosfato simples em
disco rotativo. Neste trabalho foram analisadas a influéncia das variaveis: tempo, velocidade de
rotagdo, fase liquida, inclinagdo e percentual de enchimento em relacdo aos resultados de
resisténcia fisica dos graos e eficiéncia de granulagdo. O autor constatou que as variaveis mais
significativas foram a velocidade de rotacdo do disco e a inclinag@o. A inclinacdo do disco
exerce influéncia na dinamica de queda no leito, e a0 aumentar a inclinagdo, promove-se maior
consolidagdo e, portanto menor porosidade, o que aumenta a resisténcia fisica destes. Além
disso, com aumento da dinamica de queda das particulas, os fendomenos de moagem, atrito e
quebra sdo acentuados, aumentando a uniformidade granulométrica e, segundo suas conclusoes,
inclinagdes superiores a 52,5° agem de forma positiva nas eficiéncias de granulacdo e dureza.
J& a velocidade de rotacdo promove o contato entre do material alimentado no disco e deste
com a fase liquida, atuando na probabilidade de granulagdo. Além disso, aumenta a
consolidagdo e o polimento, reduzindo a porosidade e melhorando a dureza.

Rodrigues (2012) também reporta que o aumento da fase liquida auxilia a formacao
de graos, devido ao aumento no numero de pontes disponiveis entre eles. Por outro lado, uma
diminuicdo na fase liquida reduz a formacao de graos o que demanda maior contato entre as
particulas para forma-los. Referente ao enchimento do disco a autora constatou que 15% em
volume resulta nos melhores resultados de resisténcia fisica, independentemente da fase liquida
e da velocidade do disco, e que maiores tempos de granulacdo favorecem o contato e a
consolida¢do do grao, o que propicia a aglomeragao de particulas de didmetro menor, reduz os
espacos intra-granulares, e melhora a resisténcia fisica, aumentando o indice de uniformidade
do produto ao final dessa operagao.

Rezende et al. (2015) também estudaram a granulagdo de fosfogesso a imido por meio
de disco rotativo, utilizando a fécula de mandioca como ligante para a granulagao de fosfogesso.
Neste trabalho foram feitos 9 testes em duplicata nos quais eram variados a composi¢ao da

solugdo ligante e a inclinagdo do disco rotativo. Os autores concluiram que a inclinagdo de 45°
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e a concentracdo de 0,182g de fécula de madioca para cada 1g de fosfogesso a ser granulado
foi a melhor condicdo, sendo assim, confirmaram que quantidades pequenas de ligante nao

geraram bons resultados.

2.9 Ligante

No processo de granulagdo a umido € necessario a utilizagdo de um material ligante,
que pode ser utilizado ja diluido em uma solugdo pronta ou, entdo, ser diluido em algum
material na concentra¢do desejada antes do inicio do processo. Varios materiais alimenticios
podem ser utilizados como material ligante neste tipo de processo, e para isso, precisam possuir
algumas caracteristicas fundamentais para que a granulagao seja bem-sucedida.

O material ligante deve possuir uma alta capacidade de formar gel viscoso
(caracteristica das geleias), e ter solubilidade com os outros elementos que formarao a solugao
ligante e também ser compativel com o material a granulado, por exemplo, a ndo reagdo entre
estes componentes.

Iveson, Litster e Ennis (1998), confirmaram em seus estudos que a viscosidade do
fluido ligante possui efeito significativo no processo de granulagdo, podendo, inclusive,
modificar o mecanismo de crescimento dos granulos. Isto ocorre porque a viscosidade afeta
diretamente as forgas viscosas, forgas estas que determinam a interag¢ao entre os granulos.

A pectina foi descoberta em 1790 por Nicolas Louis Vauquelin. Se trata de uma
substancia solivel presente nos sucos de frutas, principalmente frutas citricas, além de estar
presentes também em beterraba, maca, maracujd, tomate e batata.

A pectina varia consideravelmente em sua capacidade de formar géis, em funcao da
fonte da qual ¢ extraida, devido as diferencas de tamanho da cadeia de 4cidos poligalacturdnicos
e do grau de esterificagdo de seus grupos carboxilicos. O procedimento de extragdo, localizagao
da pectina no tecido da planta, e o teor de aglicares neutros presentes, determinam, igualmente,

consideraveis variabilidades em suas caracteristicas finais.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, apresenta-se o material (Secdo 3.1) e os métodos utilizados para a
caracterizacdo do blend de chés, bem como, para as otimizagdes das extragdes dos compostos
fenolicos e antioxidantes, para as analises dos compostos fenoélicos, flavonoides e da cafeina
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, para as microscopias eletronicas de varredura, para

e para as granulacdes realizadas em disco rotativo.

3.1 Material

Os lotes do blend de chas foram fornecidos pela Provanza, localizada no Municipio de
Uberlandia (MG). O material foi armazenado em embalagens metalizadas de 500 g (Figura 3.1)
e mantidas em temperatura ambiente, em torno de 25 °C. Para as andlises de caracterizagdo e
otimizagdo da extracdo o lote utilizado foi o 608962 e para as andlises de granulagdo foi

utilizado o lote 679380.
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3.2 Preparac¢ao da amostra

Antes das etapas de caracterizagdo e analise o blend de chés in natura era triturado em
liquidificador, cerca de 100g foram triturados durante 30 segundos. Apos este processo o cha
triturado foi passado em uma peneira de abertura de 0,425 mm de abertura para que os finos,
que foram utilizados nas etapas subsequentes, fossem separados, o material obtido nestas 3

etapas esta ilustrado na Figura 3.2.

Figura 3. 2: Blend de chas in natura (a), triturado (b) e peneirado (c).

3.3 Caracterizacio do material

3.3.1 Umidade

Avaliou-se o teor de umidade do produto in natura pelo método de estufa a 105 + 3°C

por 24 h.

3.3.2 Atividade de agua

A atividade de agua foi determinada no analisador de atividade de agua da marca

Novasina, modelo Labswift.
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3.3.3 pH

O pH do blend de chés foi determinado utilizando 15 g da amostra triturada em 100
mL de dgua destilada. A mistura foi mantida em agitador magnético da marca Fisatom e modelo
751 por 30 min. Posteriormente, a solugdo foi centrifugada e o sobrenadante teve seu pH aferido

com phmetro ION PH-300.

3.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises de microscopia foram realizadas no microscépio eletronico de varredura
(MEV) da Carlzeiss, modelo EVOMAL10, apds as amostras terem sido fixadas nos stubs e
metalizadas com ouro no metalizador da marca Leica modelo SCDO050. Para isto, o MEV foi
regulado a uma distancia focal de 9,5mm e voltagem de aceleragdo de 10kV para todas as

amostras. A ampliagdo utilizada foi 1.000 vezes.

3.3.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

As andlises de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foram realizadas em um
espectrofotometro Oxford, model 51 — ADDO0048. Estas andlises foram feitas para a
microanalise qualitativa das amostras, de modo a identificar os elementos quimicos presentes

apos o processo de extragdo do blend de chas.
3.4 Analise dos compostos bioativos

As analises dos compostos bioativos foram realizadas em ambiente climatizado com a
luz apagada para evitar a degradacdo dos compostos. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

3.4.1 Determinacio de compostos fenolicos totais (TPC)

Os compostos fenolicos totais foram determinados usando a metodologia descrita por

Singletone Rossi (1965). O reagente de Folin Ciocalteau ¢ uma solucdo de ions complexos
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poliméricos formados a partir de heteropolidcidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse
reagente oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W. O 4cido gélico
(GAE) monohidratado (99%) da marca Sigma foi utilizado como padrio. A equagdo da curva
de calibracdo utilizada foi y = 0,2411x, preparada no intervalo de 0,2 a 2,0 mg de acido galico
por mL (r* = 0,9987; F=3753,02; p < 0,0001). A leitura da absorbancia foi feita a 622 nm. A

concentragdo de fendlicos totais foi expressa em mggar/100g de amostra (base seca).

3.4.2 Determinacio de compostos flavonoides totais (TFC)

Os compostos flavonoides totais foram determinados usando a metodologia descrita
por Zhishen ef al. (1999). A rutina hidratada (94%) da Sigma foi utilizada como padrdo. A
leitura da absorbancia foi a 450nm. Este método utiliza o AlCI3 como agente de deslocamento
para diminuir a interferéncia de outros compostos na leitura da absorbancia da solugdo. A
equacdo da curva de calibracdo foi y=10,7769x%, preparada no intervalo de 0,2 a 80,0 pug de
rutina por mL (r* =0,9942; F=1624.,4; p < 0,0001). A concentracdo de flavonoides totais foi

expressa em mguiina/ 100gde amostra (base seca).

3.4.3 Determinaciio da capacidade atividade antioxidante total

As andlises de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foram realizadas de acordo com a
metodologia de Brand-Williams et al. (1995), com algumas modificagdes. Adicionou-se 3,9
mL de DPPH (0,024 g/L) a aliquota de 0,1 mL de cada concentracdo e deixou-as em repouso
no escuro por 30 min. A absorbancia foi medida a 515 nm. Aconcentragdo de DPPH foi
calculada pela curva de calibragdo determinada por regressdo linear. A porcentagem de DPPH
remanescente foi representada graficamente em relacdo a concentracdo de extrato para obter a
quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a concentragdo inicial de DPPH em 50%

(ICso).

3.4.4 Determinacao dos acidos fenolicos e flavonoides em CLAE

Os padrdes utilizados nesta etapa foram: Acido galico, Cafeina, Galato de

epigalocatequina (EGCG), Catequina (C), Epicatequina (EC) e Epigalo catequina (EGC).
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Todos os padrdes e reagentes foram de grau analitico e foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). A 4gua empregada era purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Milford,
MA, USA.).

O extrato do blend de chés foi concentrado em roto-evaporador. Posteriormente foi
congelado por 1 ha-70 °C e colocada no liofilizador por 24 h. O concentrado apds estas etapas
foi redissolvido em metanol e, posteriormente, filtrado em filtro de seringa do tipo membrana
PVDF de 0,22 um. Os &cidos fenodlicos e flavonoides individuais foram determinados por
cromatografia liquida no HPLC (marca Shimatzu modelo LC- 20A Prominence). Empregando-
se a metodologia descrita por Wang (2000). Utilizou-se a coluna Discovery HS C18, 5 um de
dimensao 25 cm por 4,6 mm adquirida da Supelco. Aplicou-se uma vazao da fase movel de 1,0
mL min-1, 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 ortofosférico na propor¢ao

de 20/79,9/0,1 em volume respectivamente.

3.5 Extracdo micro-ondas

As extragdes dos compostos antioxidantes do blend de chas foram realizadas em um
forno micro-ondas da marca Panasonic, modelo n® NN-SF560WRUK, frequéncia de 2450 Hz.
O forno foi adaptado para a inser¢do de uma mangueira a qual era conectada um baldo

volumétrico e um condensador (Figura 3.3).

Figura 3. 3: Aparato para extracdo assistida por micro-ondas.
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3.5.1 Metodologia experimental extracio

O banho era ligado e ajustado a temperatura de 10 °C, sendo que a dgua circulava através
do condensador que estava acoplado ao micro-ondas. Quando a temperatura do banho atingia
os 10 °C a amostra previamente pesada, de acordo com o determinado pelo planejamento
experimental, era colocada no baldo volumétrico e adicionado ao baldo 40 mL da solugdo
hidroetanodlica.

Para a condensagdo da fragcdo vaporizada no forno, utilizou-se dgua de refrigeracdo,
resfriada em um banho termostatico. O baldo volumétrico, com o sélido e a solugdo, era
colocado dentro do micro-ondas e conectado a mangueira que conectava também ao
condensador. A poténcia do forno era ajustada a 229 W e o tempo de extracdo programado no
micro-ondas.

Ap0s a extragdo, a solugdo era filtrada com papel filtro 102, o filtrado foi utilizado para
as analises de compostos bioativos e a massa retida no filtro foi utilizada para andlises de MEV

e EDS.

3.5.2 Otimizacao da extracdo de compostos fenolicos utilizando micro-ondas

A Tabela 3.1 apresenta a matriz do planejamento composto central proposto para
determinar a melhor condi¢do de extracdo. O planejamento foi composto por 17 experimentos,
dos quais 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais (o0 = 1,682). As varidveis
independentes foram: tempo de extracao (min), razdo de liquido e s6lido (mL/g) e concentracao
massica de etanol (%). A poténcia definida em testes preliminares foi igual a 229 W.Os niveis
de poténcia foram determinados pela metodologia descrita no Apéndice A.

As codificacdes para estas varidveis sdo representadas pelas Equagdes 1, 2 e 3,
respectivamente, tempo (x;), razdo liquido/solido (x,) e concentragdo massica de etanol (x3).

Na Tabela 3.1 consta a matriz de planejamento com as varidveis codificadas e reais.

t (min)—2,0

X1= T o (1)

1,0
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_ R(@mL/9)—100,0
2 50,0 (2)

C (%)—50,0
BT T30

3)

Tabela 3. 1: Planejamento composto central para extracdo de antioxidantes em micro-ondas.

X1 X2 X3 t (min) R (mL/g) C (%)
-1 -1 -1 1 50 20
-1 -1 1 1 50 80
-1 1 -1 1 150 20
-1 1 1 1 150 80
1 -1 -1 3 50 20
1 -1 1 3 50 80
1 1 -1 3 150 20
1 1 1 3 150 80
-1,682 0 0 0,3 100 50
1,682 0 0 3,7 100 50
0 -1,682 0 2 15,9 50
0 1,682 0 2 184,1 50
0 0 -1,682 2 100 0
0 0 1,682 2 100 100
0 0 0 2 100 50
0 0 0 2 100 50
0 0 0 2 100 50
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3.6 Granulacao em disco rotativo

A unidade experimental de granulagdo em disco rotativo (Figura 3.4) era constituida
de ago inox, com. 35 cm de didmetro e 20 cm de borda. A estrutura permitia variagdes de
inclinagdo através da regulagem de porcas no eixo, enquanto a rotacdo do tambor podia ser

ajustada por meio de um inversor de frequéncia.

Figura 3. 4: Ilustrag@o do disco rotativo.

Um pulverizador modelo 1/8 JJAU da marca Spraying Systems foi acoplado e fixado
a haste que fica localizada na boca do disco. Por meio de uma bomba peristaltica Masterflex
(Figura 3.5) a solucdo ligante era bombeada até o pulverizador para que a solu¢do fosse

adicionada aos sélidos dentro do disco no mesmo local em todos os testes.
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Figura 3. 5: Bomba peristaltica Masterflex.

Antes do inicio dos testes a solucdo ligante era preparada e o blend de chas era pesado
(mg). A solugdo ligante era composta pela massa de ligante m; (determinada pelo
planejamento), 10%, em massa, de xarope de tangerina (utilizada para atribuir sabor ao produto)
e a quantidade restante de d4gua, em massa, para completar 100g de solugao ligante.

Foram estudadas as propriedades da pectina para ser utilizada como material ligante,
pois possui as caracteristicas necessarias, ao ser solubilizada em 4gua forma uma solucio
ligante viscosa, o que favorece a nucleagdo em torno da gota ao ser aspergida no leito de s6lidos
dentro do disco rotativo. Considerando ainda que a busca de alimentos saudéaveis, ¢ um dos
principais objetivos deste trabalho, e que a pectina ¢ um produto totalmente natural, proveniente
de outros alimentos, de facil obtencdo, o que tornou o uso deste material como ligante alinhado
ao objetivo final.

Apoés a preparagdo da solugdo ligante e da pesagem do blend de chas o disco era
ajustado quanto a rota¢do e o angulo do disco de acordo com as variaveis definidas pelo

planejamento composto central.

3.6.1 Metodologia experimental granulacio

Com o equipamento ajustado, a massa do blend de chés (m;) pesada para cada teste
era adicionado dentro do disco rotativo. O disco era ligado no sentido horario e, assim que a
movimentag¢ao do solido dentro do disco se estabilizava a bomba peristaltica também era ligada
para o inicio da granula¢do. Foi definido como padrdo a vazao massica de ligante em 0,1516
g/s, baseado em testes preliminares, e para todos os testes foi utilizado uma mesma quantidade

de solugdo ligante de 100 g. Sendo assim, a solugdo ligante era aspergida sobre os so6lidos
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durante 11 min. Apds o desligamento da bomba o disco rotativo permanecia ligado por mais 3
min.

Ao final do experimento no disco todo o material dentro do equipamento era recolhido
cuidadosamente, com uma espatula, colocado em bandejas de aluminio previamente pesadas.
A bandeja com o material antes de ser inserida na estufa era pesada novamente e depois
colocada em estufa na temperatura de 40 °C durante 24 h para secagem. Apo6s as 24 h a bandeja
era retirada da estufa e pesada, posteriormente eram realizadas as analises de granulometria e

dureza. O processo esta esquematizado na Figura 3.6.

Figura 3. 6: Descri¢do do processo de granulagdo.

Para o ponto 6timo final do experimento também foram realizadas as analises de TPC,

TFC, atividade antioxidante e as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.6.2 Granulometria

A granulometria foi determinada com o auxilio de peneiras operadas por dispositivo

mecanico da marca Retsch modelo AS200. Este tipo de dispositivo reproduz os movimentos
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horizontais e verticais da operagdo manual, através da acdo mecanica uniforme. As peneiras
foram montadas na sequéncia: peneira de fundo, peneira 4,5 mm, peneira 6,35 mm, a maior
abertura sempre sobre a de abertura menor. O conjunto foi colocado sobre o dispositivo
mecanico de agitacdo e agitacdo durante 3 min, com amplitude de 2,00 mm/g. Apds o término
deste tempo, utilizando um pincel adequado, toda a amostra retida na superficie superior de
cada peneira era removida e pesada. O percentual retido em cada peneira era calculado

utilizando a Equacgdo 4.

P
% retida = P—1 100 4)

2

sendo:
P; = peso da amostra retida em cada peneira (em gramas)
P, = peso total, soma das amostras retidas em cada peneira (em gramas)

100 = fator de porcentagem
3.6.3 Dureza

O teste de dureza permite determinar a resisténcia do granulo ao esmagamento ou a
ruptura sob pressao radial. A dureza de um granulo ¢ proporcional a forca de compressdo e
inversamente proporcional a sua porosidade. O teste consiste em submeter o granulo a acdo de
um aparelho que meca a forga, aplicada diametralmente, necessaria para esmaga-lo. A forca é
medida em newtons (N) (ANVISA, 2010).

Podem ser utilizados diferentes tipos de aparelhos, os quais diferem basicamente
quanto ao mecanismo empregado para exercer a pressdo. A forca pode ser exercida
manualmente ou mecanicamente. A medida que a pressio aumenta, um émbolo, uma placa ou
um pistdo aplica determinada for¢a sobre o comprimido, apoiado em base fixa. O aparelho ¢
calibrado com precisdo de 1 N.

O teste foi realizado em um durometro GWJ-II com 10 granulos, eliminando qualquer
residuo superficial antes de cada determinacao, e foram testados, individualmente, obedecendo
sempre a mesma orientacdo. O resultado foi expresso como a média dos valores obtidos nas

determinagdes. O resultado do teste ¢ informativo.
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3.6.4 Esfericidade

A esfericidade das particulas foi determinada utilizando o software Image J que ¢ um
processador de imagens que permite analisar o tamanho e a forma das particulas por imagem

digital.

3.6.5 Otimizacio do processo de granulacio em disco rotativo

Para os ensaios de granulacdo foram realizados dois planejamentos do tipo
planejamento composto central. O primeiro consistiu em um planejamento composto central
com 16 experimentos, dos quais 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 2 réplicas no ponto central
(o = 1,353). As varidveis independentes foram: massa de blend de chés (g), velocidade de
rotagdo do disco (rpm) e a porcentagem massica de ligante na solugdo (%).

Nestes ensaios fixou-se o angulo de inclinacdo em 60° e a quantidade de solucao
ligante adicionada 100 g. As codificagdes para as variaveis independentes sao representadas
pelas Equagdes 5, 6 e 7, respectivamente, massa de blend de chas (x,), velocidade de rotacao
do disco (x3) e porcentagem massica de ligante na solugdo (x4). Na Tabela 3.2 consta a matriz

de planejamento com as variaveis codificadas e reais.

_ mg(g)—60,0
=00 )
_ v (rpm)—40
X5 =T 10,0 (6)
_ my(%)—1,5
iy @)
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Tabela 3. 2: Planejamento composto central 1 para as granulagdes em disco rotativo.

X4 X5 Xg ms(g) v(rpm) m, (%)
-1 -1 -1 50 30 1
-1 -1 1 50 30 2
-1 1 -1 50 50 1
-1 1 1 50 50 2
1 -1 -1 70 30 1
1 -1 1 70 30 2
1 1 -1 70 50 1
1 1 1 70 50 2
-1,353 0 0 46,47 40 1,5
1,353 0 0 73,53 40 1,5
0 -1,353 0 60 26,47 1,5
0 1,353 0 60 53,53 1,5
0 0 -1,353 60 40 0,82
0 0 1,353 60 40 2,18
0 0 0 60 40 1,5
0 0 0 60 40 1,5

As respostas avaliadas forama porcentagem massica de granulos entre 0,4 mm e 0,65
mm, determinado a partir de estudos preliminares com produtos semelhantes ja existentes no
mercado, e a dureza dos granulos.

O segundo planejamento composto central realizado no disco rotativo foi baseado na
otimizagdo do primeiro planejamento, para que outras variaveis fossem analisadas no processo
de granulagdo. Foram fixados mg em 56,6 g, m; em 2,18%, que foram os pontos determinados
através da otimizacao do planejamento 1 e a varidvel rotacdo do disco que também foi variada
no segundo planejamento o ponto de otimiza¢do do planejamento 1 foi escolhido como ponto
central em 32 rpm. Novamente a quantidade de solucdo ligante adicionada em cada teste em

100 g.
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Para este planejamento as variaveis independentes foram a velocidade de rotagdo do
disco (rpm) e a inclinagdo do disco ( ° ). Realizado com 11 experimentos, dos quais 4 pontos
fatoriais, 4 pontos axiais e 3 réplicas no ponto central (o= 1,414).

As codificacdes para estas varidveis sdo representadas pelas Equagdes 8 e 9,
respectivamente, velocidade de rotacdo do disco (x-) e angulo de inclinagdo do disco (xg). Na

Tabela 3.3 consta a matriz de planejamento com as varidveis codificadas e reais.

v(rpm)—32,0
T T 60 ®)
_aq (°)-60
T ©

Tabela 3. 3: Planejamento composto central 2 para as granulagdes em disco rotativo.

X7 Xg v(rpm) ag (°)
-1 -1 26,00 52,00
-1 1 26,00 68,00

1 -1 38,00 52,00

1 1 38,00 68,00
-1,414 0 23,52 60,00
1,414 0 40,48 60,00
0 -1,414 32,00 48,70

0 1,414 32,00 71,30

0 0 32,00 60,00

0 0 32,00 60,00

0 0 32,00 60,00

As respostas avaliadas foram a porcentagem massica de granulos entre 0,4 mm e 0,65
mm, a dureza dos granulos e a esfericidade. Apds a otimizacdo também foram avaliadas a

atividade antioxidante, TPC, TFC e a quantidade de compostos nas analises em HPLC.
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3.6.6 Otimizacao utilizando a funcio desejabilidade

A técnica da superficie de resposta foi utilizada para analise dos efeitos das variaveis
estudadas em todas as etapas deste trabalho, isto €, para as repostas dos teores dos compostos
bioativos e para as repostas da granulagao.

Estudos de otimizacdo multi-resposta utilizando a fung¢do desejabilidade
(DERRINGER E SUICH, 1980) foram realizados para cada etapa deste trabalho. A funcio de
desejabilidade permite a maximiza¢ao ou minimiza¢do de uma resposta convertendo-a em uma
funcdo composta com valores variando de 0 a 1. O menor valor significa que a resposta €

completamente indesejavel, e o maior valor indica um processo totalmente otimizado.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados da caracterizagdo do blend
de chas, das extracdes de bioativos realizadas com solugdes hidroetanodlicas em micro-ondas e

das granulacdes em disco rotativo.

4.1 Caracteriza¢ao do blend de chas

Nos alimentos, a umidade elevada impede a preservagdo, podendo ocorrer deterioragao
por microrganismos e alteragdes por reacdes quimicas e enzimaticas. Diante disso, a atividade
de dgua ¢ um parametro importante na conservagdo de alimentos. Autores relatam que a
atividade de 4gua critica para o crescimento de microrganismos patogénicos ¢ 0,87, enquanto
para mofos e leveduras ¢ 0,7. Atividades enzimadticas e escurecimento ndo enzimaticos ocorrem
quando a atividade de agua ¢ superior a 0,73. Dessa forma, ¢ desejavel que o material possua
atividade de agua inferior a 0,7 (NOTERMANS; HEUVELMAN, 1983; TAOUKIS etal.,
1997; BRUIIN et al., 2016).

Em alimentos com atividade de 4gua abaixo de 0,60 ndo ha multiplicacdo de bactérias,
pois ndo existe mais dgua livre que favoreca seu metabolismo, ou seja, esses alimentos sao
considerados microbiologicamente estaveis. Nesta faixa de atividade de agua, o alimento
somente podera se deteriorar por agentes fisicos ou quimicos.

Baixo pH aliado a baixa umidade inibe a proliferacdo de microrganismos, o que
propicia uma maior estabilidade, pois os fungos geralmente preferem pH entre 4,5-5,0 e as
bactérias preferem pH proximo a neutralidade (6,5-7,0).

Foram utilizados nos planejamentos experimentais realizados neste trabalho 2 lotes
diferentes de chas. A Tabela 4.1 apresenta os resultados das andlises de atividade de agua,

umidade e pH para cada lote.

Tabela 4. 1: Resultados das andlises de atividade de agua, umidade e pH.

Lote 608962 - Lote 679380 -
Extracao Granulacao
Atividade de agua 0,583 + 0,06 0,490 £ 0,01
Umidade (base umida) 7,76 £0,17 6,63 +£0,27
pH 5,52+0,08 5,41 +£0,04
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Alimentos denominados como alimentos de baixa umidade, sdo todos aqueles
alimentos desidratados, que apresentam atividade de agua inferior a 0,60, portanto o blend de
chds se enquadra nessas caracteristicas, sendo considerado um alimento seco e
microbiologicamente estavel, assim como o pH também se encontra em uma faixa favoravel ja
que pH entre 5,0 e 6,5 ndo sdo favoraveis a crescimento de fungos e bactérias.

Os pontos selecionados para a analise por EDS (Figura 4.1) mostram a presenga de
magnésio (Mg), aluminio (Al), silicio (Si), potéssio (K), calcio (Ca) e ferro (Fe). Os resultados
médios das andlises, expressos em porcentagem massica (%), bem como os desvios padrdo das

triplicatas das medidas estdo exibidos na Tabela 4.2.

Tabela 4. 2: Resultados para as analises no EDS.

Composto Resultados (%)
Mg 0,67 +0,04
Al 2,06 £+ 0,06
Si 2,05+0,10
K 0,55+0,04
Ca 4,34 +0,42
Fe 0,90 + 0,09

Figura 4. 1: Pon por EDS

- 3',

para a analise

tQS
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4.2 Extracao assistida por micro-ondas de compostos bioativos

A Tabela 4.3 apresenta os resultados do planejamento composto central proposto para

avaliar o efeito do tempo de extracgdo (x; ), razdo liquido/sélido (x,) e concentracao de solvente

(x3) sobre o teor de compostos bioativos expressos em TPC (mggar/100g), TFC (mgruina/100g),

ambos em base seca, € ICso(ug/mL) apos extracdes.

Tabela 4. 3: Resultados do planejamento para extrag@o assistida por micro-ondas.

Experimento t(min) R (mL/g) C(%) TPC TFC ICso
1 1 50 20 1003,8 + 34,0 8,31 +£0,31 1,70 + 0,08
2 1 50 80 659,3 + 6,59 6,60 + 0,24 2,11 +0,03
3 1 150 20 1832,1 58,3 8,42 +0,20 1,35+ 0,03
4 1 150 80 1604,7 + 26,0 7,18 £ 0,08 1,57 £ 0,06
5 3 50 20 523,4+9,0 7,54 £ 0,12 1,10+ 0,04
6 3 50 80 981,7+32,4 6,54 £ 0,30 1,34 + 0,04
7 3 150 20 1450,3 + 22,2 11,55+0,19 0,93 +0,02
8 3 150 80 2088,2 + 63,6 7,43 + 0,06 1,31 £0,08
9 0,3 100 50 1236,3 + 45,1 5,59+ 0,08 1,63 +0,07
10 3,7 100 50 1789,4 + 67,1 8,48 +£1,05 0,82 +0,07
11 2 15,9 50 354,0+ 5,1 8,07+0,14 1,68 +0,17
12 2 184,1 50 2476,8 + 40,9 10,46 £ 0,38  1,29+0,03
13 2 100 0 1614,6 45,6 8,70+ 0,14 1,54 + 0,05
14 2 100 100 1072,6 27,3 5,51+0,16 2,35+0,04
15 2 100 50 1842,2 £ 19,6 10,26 + 0,41 1,49 + 0,06
16 2 100 50 1828,0 £ 13,5 10,23 +0,45 1,45+ 0,04
17 2 100 50 1886,2 £ 6,0 10,18+ 0,16 1,49+ 0,04

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequagdo das equagdes

e significancia dos fatores. Os modelos completos apresentaram 1 e raq> para TPC (0,927;

0,833), TFC (0,943; 0,870) e ICso (0,957; 0,902), respectivamente. Os graficos de Pareto, os
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coeficientes da equagdo empirica, sua significancia (valores de p) e a significancia dos fatores
para um nivel de confianca de 90% estdo disponiveis nos Apéndices B e C.

Os valores dos coeficientes de determinagao (r?) mantiveram-se entre 0,927 ¢ 0,957, o
que indica que as equagdes de regressao sdo apropriadas para descrever o projeto experimental.
Vale ressaltar que os residuos foram aleatoriamente e normalmente distribuidos. As equagdes
obtidas para o modelo completo estdo exibidas nas Equacdes 10, 11 e 12, respectivamente para

fenolicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e atividade antioxidante (ICso).

TPC = 1860,463 + 63,997x; — 148,786x7 + 540,174x, — 183,233x% — 28,351x; —
208,626 x2 + 32,460x,x, + 208,503x,x3 + 37,096x,%5 (10)
TFC = 10,204 + 0,542x; — 1,061x7 + 0,704x, — 0,275x5 — 0,984x; — 1,037x3 +
0,527x1x2 - 0,272x1x3 - 0,331x2x3 (11)

ICsy = 1,489 — 0,249x, — 0,119x2-0,127x,-0,029x2+0,191x5+0,136x2 + 0,085x,x, —
0,001, %5-0,0072x, %5 (12)

O efeito do tempo de extracdo (x;) linear s6 ndo foi significativo para TPC, porém
para as analises TFC e ICso foram significativos positivo e negativo respectivamente. O efeito
quadratico desta variavel foi estatisticamente significativo e negativo para TPC, TFC e ICsq.

Portanto, os tempos maiores propostos no PCC sdo indicados para aumentar a extragao
de compostos fenolicos, flavonoides e aumentar a atividade antioxidante. Entretanto, a anélise
do efeito quadratico desta varidvel sugere que a exposi¢ao prolongada a temperaturas elevadas
favorece a degradacdo destes compostos (HUANG et al., 2016; ARENAS et al., 2016) e que
com tempos muito baixos ndo ¢ possivel extrair os compostos. Além disso € possivel verificar
que ha interacdo entre a varidvel tempo e as duas outras varidveis independentes que sdo
significativas para o resultado final.

O aumento do tempo de extragdo (0,3 para 3,7 minutos), mantendo fixas no ponto
central as outras varidveis independentes, resulta no aumento de 44,7% do TPC (1236,3 para
1789,4 mgcar/100g), aumento de até 51,7% do TFC (5,59 para 8,48 mgrina/100 g) e redugao
de até 49,7% do ICso (1,63 para 0,82 pg/mL).
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O efeito linear da razdo liquido/solido foi positivo e significativo para TPC e TFC e
negativo para ICso. O aumento da razdo liquido/sélido (15,9 para 184,1 mL/g), mantendo fixas
no ponto central as outras variaveis independentes, aumenta em 599,7% a extragcdo de TPC
(354,0 para 2476,8 mggar/100 g ), 29,6% a de TFC (8,07 para 10,46 mguina/100 g) e reduzir
em 23,2% o ICso (1,68 para 1,29 pg/mL). A elevada razdo liquido/solido fornece solugdes
menos concentradas o que favorece o processo de transferéncia de massa do soluto para o
solvente.

O efeito linear e quadratico da concentragao de etanol foi negativo e significativo para
TPC e TFC e positivo para ICso, indicando que, valores intermedidrios para a concentracdo de
etanol elevam a extragdo de compostos fenolicos e antioxidantes. A reducdo da concentracao
de etanol (100 para 0%), mantendo fixas no ponto central as outras varidveis independentes,
aumenta em 50,6% a extracdo de TPC (1072,6 para 1614,6 mggar/100 g), 57,9% a de TFC
(5,51 para 8,70 mgruina/100 g) € reduz em 34,5% o ICso (2,35 para 1,54 pg/mL), o que confirma
que o etanol puro ndo ¢ um bom solvente para extracdes destes compostos bioativos.

Portanto, o etanol diluido ¢ mais eficaz na extragdo de compostos fenolicos do que o
solvente organico puro porque a adi¢do de uma pequena quantidade de dgua em solventes
organicos cria um meio mais polar, o que facilita a extracdo de polifendis. Além disso, esses
compostos ocorrem naturalmente como glicosideos e a presenga de aglicares os torna mais
soluveis em agua (NACZK; SHAHIDI, 2004; SPIGNO et al., 2007).

A maior concentragdo de compostos fenodlicos totais no conjunto de experimentos
realizados (2476,8 + 40,9 mggar/100 g) foi observado em 2 min, 184,1 mL.g™!' € 50% de etanol
(Experimento 12). A maior extragdo de TFC (11,55 £ 0,19 mgnuina/100 g) foi observada na
condi¢do: 3 min, 50 mL/g e 20% de etanol (Experimento 7). A maior atividade antioxidante,
isto €, o menor valor de ICso (0,82 + 0,07 pg/mL) foi observado a 3,7 min, 100 mL/g e 50% de
etanol (Experimento 10).

A Figura 4.2 apresenta as superficies para as respostas investigadas em funcdo de duas
das variaveis independentes analisadas, com as demais no ponto 6timo de extracao determinado

pela analise de desejabilidade.
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Figura 4. 2: Superficies de respostas para os bioativos da extragdo assistida por micro-ondas.
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Com o objetivo de determinar as condi¢des operacionais que proporcionem as
condi¢des dtimas, considerando todas as respostas simultineamente (otimiza¢do multi-reposta),
ou seja, as melhores condi¢des para as extragdes de compostos fenolicos, flavonoides, com

elevada atividade antioxidante, foi realizada a otimizacao utilizando a funcdo desejabilidade
(DERRINGER E SUICH, 1980).
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4.2.1 Otimizacao utilizando a funcio desejabilidadee validacio dos experimentos

nas condicoes otimizadas

O procedimento de otimizagdo exibido na Figura 4.3 foi conduzido para maximizar
simultaineamente o conteudo de fendlicos totais, os flavonoides totais e a capacidade
antioxidante, isto ¢, maximizar TPC, TFC e minimizar ICso. Portanto, esta otimizacao consiste
em achar um ponto em que as 3 condi¢des estejam favoraveis, porém, ndo necessariamente o
maior valor para TPC e TFC e o menor valor para ICso isoladamente. Na Tabela 4.4 sao
apresentados os resultados da otimiza¢do multi-respota com os niveis 6timos das varidveis

independentes sob a forma de varidveis codificadas e seus valores correspondentes.

Figura 4. 3: Andlise de desejabilidade para o planejamento de extragdo.
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Tabela 4. 4: Variaveis independentes no ponto definido pela analise de desejabilidade para o
planejamento de extracdo.

Variavel codificada Variavel real
t(min) (x;) 1,0092 3,01
R (mL/g) (x3) 1,682 184,1
C (%) (x3) 0,3925 38,24

A condicdo oOtima (maior desejabilidade) foi testada em um experimento
confirmatorio adicional para validar a previsibilidade dos modelos estabelecidos. As respostas
preditas e experimentais sdo apresentadas na Tabela 4.5. Os resultados preditos e experimentais
para compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante foram
estatisticamente iguais (Teste Tukey), confirmando assim a otimizagdo realizada e a
previsibilidade das equacdes ajustadas. Essas novas extragdes foram submetidas aos mesmos
procedimentos analiticos experimentais que os aplicados desde o inicio deste estudo. Todas as

medidas em condi¢des otimizadas foram realizadas em triplicata.

Tabela 4. 5: Resultados experimentais e preditos na condi¢do otimizada.

Experimental Predito Erro (%)
TPC 2164,75+97,61 1898,76 12,29
TFC 12,71 £0,18 11,67 8,21
ICso 0,773+ 0,006 0,824 6,64

TPC (mggae/100g); TFC (mgrutina/100g); ICs0(pug/mL)

Portanto, usando a concentragdo de etanol, tempo, temperatura e razao liquido/sélido
em condigdes ideais, € possivel extrair compostos fenolicos e antioxidantes com menores custos
de energia, menor impacto ambiental e maior rendimento. Os resultados obtidos
experimentalmente ndo foram significativamente diferentes dos previstos pelos modelos (t-
Student, p> 0,05), confirmando que os modelos s3o adequados para representar a otimizagao.

As concentragdes de acido galico (TPC) maiores que 1000 mg/100 g sdo considerados
pela literatura como valores elevados de TPC (VASCO, 2008). Sendo assim, o valor de TPC

encontrado (2164 mgcar/100g) no teste nas condi¢des dtimas ¢ considerado elevado. De acordo
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com Garmus et al. (2015) os extratos podem ser classificados em quatro categorias de acordo
com ICso, sendo muito ativos se ICso < 50 pg/mL, moderadamente ativos se 50 < ICso < 100
pg/mL, ligeiramente ativos se 100 < ICso <200 pg/mL e inativos se ICso> 200 pg/mL. Portanto,
o blend de chas possui elevada capacidade antioxidante (ICso =0,773 pg/mL), sendo uma
excelente fonte de antioxidantes naturais.

No estudo de Faller & Fialho (2009), foi feita uma analise de compostos fendlicos
também pelo método de Folin-Ciocalteu, determinando a quantidade de acido galico por 100g
de alimento (mgcar/100g). Neste trabalho foi utilizado um cardapio para adultos saudaveis de
2.000 kcal e a andlise de compostos fenolicos foi feita nos alimentos para determinar a
quantidade ingerida, por dia, de compostos fendlicos por uma pessoa que seguisse a dieta em
questdo, constatando que sdo ingeridos no total 759 mggak por dia.

A Tabela 4.6 mostra que 100 g de blend de chas possui 185% a mais de 4cido galico
do que o ingerido em uma dieta comum de 2.000 kcal, ou seja, 35g deste produto possui a
mesma quantidade de acido galico que um adulto ingere por dia, o que de fato comprova o seu

elevado teor de polifenois, caracteristica muito valorizada no produto.

Tabela 4. 6: Quantificagdo de acido gélico no blend de chas e em uma dieta de 2.000kcal.

Blend de chas Dieta 2.000 kcal
(mgaae/100g) (mgeae/dia)
TPC 2164,75 £ 97,61 759,00

Os resultados experimentais obtidos para TPC, TFC e ICso na condi¢do desejavel
foram comparados aos resultados dos 17 experimentos do PCC, conforme as Figuras 4.4 a 4.6
em que os valores da condicdo desejavel sdo indicados por uma linha horizontal. Como
esperado, os resultados obtidos nas condi¢des estabelecidas pelo método de desejabilidade
foram os melhores quando comparados com todos os experimentos realizados no planejamento
experimental, pois apresentaram maiores valores de compostos fendlicos e flavonoides e
inferior ICso. Apenas o experimento 12 apresentou TPC mais elevado, entretanto nesta condi¢ao
(experimento 12), os valores de TFC e de atividade antioxidante foram inferiores aos da

condigdo otimizada.
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Figura 4. 4: Comparagdo dos resultados de TPC do planejamento de extracdo (barras) com o
resultado da condicdo de desejabilidade (linha).
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Figura 4. 5: Comparagdo dos resultados de TFC do planejamento de extracdo (barras) com
o resultado da condicdo de desejabilidade (linha).
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Figura 4. 6: Comparagdo dos resultados de ICso do planejamento de extragdo (barras) com
o resultado da condicdo de desejabilidade (linha).
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Outra andlise importante neste contexto ¢ a compara¢cdo do potencial que pode ser
atingido com o produto e a forma com que ¢ atualmente comercializado. O blend de chés
comercializado como bebida para ser consumido passa pelo processo de infusdo em agua
quente. Considerando os resultados das andlises exibidos na Tabela 4.7 ¢ possivel observar que

o processo de extracdo apenas com agua (experimento 13) ndo ¢ capaz de extrair todos os

compostos bioativos do material.

Tabela 4. 7: Comparagdo entre a extragdo no ponto da desejabilidade e apenas com agua.
Extragdo no ponto da Extragdo apenas com

desejabilidade agua
TPC 2164,75 + 97,61 1614,60 + 45,6
TFC 12,71+ 0,18 8,70+ 0,14
ICso 0,773+ 0,006 1,540 + 0,05

TPC (mggae/100g); TFC (mgrutina/100g); ICs0(pug/mL)

As imagens do microscopio eletronico de varredura (Figura 4.7) mostraram ruptura da

parede celular e, consequentemente, formacdo de microporos na amostra apds a extragao por
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micro-ondas. Isto proporciona um aumento da area superficial em contato com o solvente o que
favorece a extracao (LOU et al., 2010).

Lou et al. (2010) enfatizam ainda que o uso de temperaturas mais elevadas implicam
em uma maior pressdo de vapor, formagdo de mais bolhas e, portanto, maior rompimento
celular. Além disso, o aumento da temperatura aumenta a solubilidade dos analitos no solvente,
facilitando a difusdo a partir da matriz da amostra para a regido externa. Na imagem ¢€ possivel
observar a formag¢ao de cavitacdes, e € possivel visualizar na Figura 4.7 b que as condi¢des de
extracdo promoveram uma maior quebra da parede celular e, portanto, facilitaram o processo

de extragao.

P~

Figura 4. 7: MEV do blend de chas antes (a) e ap6s (b) a extracdo em micro-ondas.

(a) (b)

4.2.2 Analises cromatograficas na condicio de maior desejabilidade

O cromatograma obtido em HPLC (Figura 4.8) para o extrato do blend de chas na
condi¢do otimizada pela funcdo de desejabilidade mostrou presenca majoritaria de EGCG e
minoritaria de acido galico, assim como foi previsto por Yang et al, (2002). Os valores

determinados a partir da andlise cromatografica estdo exibidos na Tabela 4.8.
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Figura 4. 8: Cromatograma obtido em HPLC.
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Tabela 4. 8: Concentragdo de catequinas, cafeina e acido galico no extrato obtido na condigdo

otimizada
(n?glﬁr(l)g(glag z.) Desvio padrao Erro (%)
GAE 38,90 1,42 3,64
EGC 411,32 6,80 1,65
CAFEINA 353,64 26,06 7,37
EGCG 764,53 50,51 6,61
EC 552,18 22,67 4,11

Assim como o blend de chéas (composto 80% por ervas da planta Camellia sinensis),
o extrato de cha verde, de acordo com estudos, como o de Torschi et al. (2000), ¢ composto
majoritariamente pelas catequinas EGCG e EGC. Segundo esses autores a alta concentragdo de
EGCG e EGC proporciona ao extrato de cha verde grande capacidade antioxidante. As
propriedades antioxidantes dos acidos fendlicos estdo relacionadas a doencas cardiacas e
prevengio do cancer, inibigdo do colesterol e do envelhecimento (GARCIA-VILLALON et al.,
2016, ZHAO et al., 2017).
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4.3 Granulacao

4.3.1 Planejamento 1

Na Tabela 4.9 sao apresentados os resultados do planejamento composto central

proposto para avaliar o efeito da massa de solidos (x,), rotagdo do disco (x5) e concentracao

massica de ligante (xg) sobre as seguintes respostas: dureza (D) e % massica de granulos nas

granulometria desejada (mg) (entre 4,0 mm e 6,35 mm), ap6s a granulagdo em disco rotativo.

A granulometria entre 4,0 e 6,35 mm desejada, foi determinada considerando outros

produtos ja existentes no mercado que possuiam tamanhos similares ao produto que se planeja

desenvolver nesta pesquisa, como granulos de cereais e graos de café recobertos com chocolate.

Tabela 4. 9: Resultados do PCC 1 para a granulacdo em disco rotativo.

Experimento  mg(g) v(pm) my(%) D (N) my (%)
1 50 30 1 1,47+ 0,07 44,52 + 0,12
2 50 30 2 3,96 + 0,39 32,26 £ 0,15
3 50 50 1 2,48 £0,15 39,25+ 0,36
4 50 50 2 4,14 £ 0,30 18,63 + 0,07
5 70 30 1 1,43 £0,12 29,00 + 0,04
6 70 30 2 2,36 £0,23 3431+ 0,25
7 70 50 1 1,54 £0,15 40,76 + 0,16
8 70 50 2 1,46 £0,14 29,92 + 0,13
9 46,47 40 1,5 2,20+0,08 35,06 + 0,04
10 73,53 40 1,5 1,47 £0,12 38,49+ 0,13
11 60 26,47 1,5 1,94 £0,19 35,16+ 0,18
12 60 53,53 1,5 1,87 +£0,14 39,30+ 0,09
13 60 40 0,82 1,52 0,11 47,29 +0,10
14 60 40 2,18 3,52+0,33 42,82+ 0,22
15 60 40 1,5 2,52 +£0,23 40,48 + 0,04
16 60 40 1,5 2,48 £0,23 41,65+ 0,79
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As equagdes obtidas para o modelo completo estdo exibidas nas Equagdes 13 e 14, e a
Figura 4.9 apresenta as superficies para as respostas investigadas em funcdo de duas das
variaveis independentes analisadas, com a terceira no ponto 6timo determinado pela analise de

desejabilidade que serd apresentada na sequéncia.

D (N) = 2,279 — 0,535x, — 0,141x2 + 0,027x5 — 0,102x2 + 0,662x + 0,233x2 —
0,246x,4x5 — 0,412x,x5 — 0,230x5%, (13)

my (%) = 43,214 + 0,341x, — 4,521x7 — 0,508x5 — 4,272xZ — 3,812x5 + 0,002xZ —
3,284, %5 + 3,419x,%¢ — 3,064x5x, (14)

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequagdo das equagdes
e significancia dos fatores. Os modelos completos apresentaram r? para dureza (0,934) e % de
granulos de tamanhos ideais (0,872), respectivamente. Os graficos de Pareto, os coeficientes da
equacao empirica, sua significancia (valores de p) e a significancia dos fatores para um nivel
de confianga de 90% estao disponiveis nos Apéndices D e E.

Os valores dos coeficientes de determinagao (r?) mantiveram-se entre 0,872 ¢ 0,934, o
que indica que as equagdes de regressao sdo apropriadas para descrever o projeto experimental.
Vale ressaltar que os residuos foram aleatoriamente e normalmente distribuidos.

O efeito linear da massa de solidos (x,) foi estatisticamente significativo e negativo (p
<0,10) para a dureza e o efeito quadratico desta variavel foi significativo e negativo para a %
de granulos ideais. Esta andlise de resultados nos leva a conclusao de que quanto maior a massa
de sdlidos no experimento menor a dureza e menor a % de granulos ideias, este resultado ¢
consequéncia de uma quantidade fixa de solugdo ligante adicionada em cada experimento.
Rodrigues (2012) constatou que € necessario ter um valor intermediario para a fase liquida, pois
uma alta fase liquida resulta em formacao de pastas, e uma baixa fase liquida na formagao de
finos. Como neste planejamento a quantidade de fase liquida ¢ fixa, um aumento na quantidade
de massa resulta consequentemente em uma reducdo na fase liquida, o que resulta em granulos
menos resistentes, pois ndo ha fase liquida suficiente para a formagao de granulos mais densos

e duros.
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Ainda analisando o efeito da massa de solidos ¢ possivel verificar que existe uma
grande interag¢do entre a massa de solidos e as outras duas variaveis, o que indica que analisar
as respostas sem observar todas as varidveis pode resultar em conclusdes erradas. Através da
revisdo bibliografica ja foi possivel observar que as varidveis possuem interagdes, por exemplo
entre massa de solidos e o ligante.

Os efeitos linear e quadratico da rotagdo do disco (x5) ndo sdo significativos para os
resultados da andlise de dureza, mas para a % de granulos ideais o efeito quadratico desta
variavel ¢ significativo e negativo (p <0,10). Neste sentido velocidades de rotacdo altas
promovem o contato maior entre as particulas no interior do equipamento e, sendo assim,
favorecem o crescimento dos granulos. Como neste planejamento a granulometria ideal ja ¢
predeterminada como granulos entre 4,0 mm e 6,35 mm ndo ¢ desejavel que os granulos tenham
a maior granulometria possivel e, por isso, neste caso, rotagdes maiores do disco ndo sao
desejadas, pois ocasionaram a formagdo de granulos maiores do que os desejados. Nota-se na
Figura 4.9 (d) e (f) que valores intermediarios, proximos de zero (40 rpm), no qual a % de
granulos ideais ¢ maior.

Nos experimentos que tiveram concentracdo de ligante mais alta, como o0 14,2,4, 6 ¢
8 a peneira superior ficou com a maior porcentagem de granulos, o que indica que, como
esperado, quanto maior a concentragdo do ligante, maior o tamanho do granulo.

O efeito linear da concentragdo massica de ligante (x,) foi significativo e negativo (p
<0,10) para a % de granulos ideais e significativo e positivo para a dureza. Como ja havia
observado Rodrigues (2012) uma maior % de ligante resulta em um aumento da dureza do
granulo. Para a % de granulos ideais novamente tem-se a mesma analise referente a velocidade
de rotag¢do do equipamento, sendo que varios estudos sobre a granulagdo comprovam que uma
maior concentracao de ligante também resulta em granulos maiores. Inclusive, neste trabalho,
¢ possivel observar que os experimentos 2, 4, 6, 8 e 14, casos em que as concentragdes de ligante
s30 maiores, a peneira superior possuia uma maior porcentagem dos granulos, indicando que,
uma maior concentragdo de ligante resultou em granulos maiores.

A maior dureza (4,14 £ 0,30 N) no total dos experimentos realizados foi observada em
uma rotagdo de 50 rpm, com uma massa de blend de chas de 50 g e 2 % de ligante (Experimento
4), e a maior % de granulos ideais (47,29 £+ 0,10 %) na condi¢do de 40 rpm, 60 g de blend de
chés e 0,82 % de ligante (Experimento 13).
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Figura 4. 9: Superficies de resposta para o PCC 1 dos ensaios de granulagdo.
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O desafio deste planejamento entdo foi encontrar uma condi¢do em que os granulos
formados ndo fossem grandes demais e a0 mesmo tempo resistissem bem a compressdo. Com
o objetivo de determinar as condi¢des operacionais que proporcionem a maior % de granulos
na faixa desejada de tamanho de particula ¢ um maior resultado de dureza foi realizada a

otimizagdo multi-resposta utilizando a fun¢do desejabilidade (DERRINGER E SUICH, 1980).
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4.3.2 Analise de desejabiliade planejamento 1 granulaciao

O procedimento de otimizagao exibido na Figura 4.10 foi conduzido para maximizar
simultdneamente a % de granulos na faixa desejada e a dureza. Portanto esta otimizagdo
consiste em achar um ponto em que as 2 condigdes estejam favoraveis, porém, nao
necessariamente em seu valor maximo individual. Na Tabela 4.10 sdo apresentados os
resultados da otimizagao multi-respota com os niveis 6timos das variaveis independentes sob a

forma de variaveis codificadas e seus valores correspondentes.

Figura 4. 10: Condic¢do de desejabilidade para o PCC 1 granulagao.
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Tabela 4. 10: Varidveis independentes no ponto 6timo de otimizagdo PCC 1 granulacao.

Variavel codificada Variavel original
mg(g) (x1) -0,3383 56,6
v (rpm)(x,) - 0,7442 32,6
m;(%)(x3) 1,3531 2,18
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Portanto, usando a massa de solidos, a rotacao do disco e a concentragdo massica de
ligante em condicdes ideais, ¢ possivel realizar a granulacdo do blend de chds com bons
resultados de dureza e de granulometria. Entretanto, o processo de granulagao ¢ influenciado
por diversos fatores e os resultados podem ser ainda melhorados. Desta forma, a condi¢ao de
maior desejabilidade foi utilizada para o desenvolvimento de um novo planejamento composto
central, no qual foram avaliados novamente a dureza e a % de granulos ideais como respostas,
porém, analisando desta vez a influéncia do angulo de inclina¢do do disco, da rotagdo e da

concentragdo de ligante sobre estas respostas.

4.3.3 Planejamento 2

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os resultados do planejamento composto central
proposto para avaliar o efeito da rotacdao do disco (x;) e do angulo de inclinacdo (xg) sobre a
dureza e a % massica de granulos nas granulometria desejada (entre 4,0 mm e 6,35 mm) apds

o processo de granula¢do em disco rotativo.

Tabela 4. 11: Resultados de dureza e % de granulos ideais do PCC 2 para granulagdao em
disco rotativo.

Experimento  v(rpm) ag(°) D (N) my (%)
1 26,00 52,00 8,16 + 0,66 26,29 + 0,06
2 26,00 68,00 2,78 £0,25 39,31 £ 0,04
3 38,00 52,00 9,36 £ 1,02 31,12+ 0,03
4 38,00 68,00 2,73 +0,18 40,25 £ 0,05
5 23,52 60,00 3,64 £0,32 43,10+ 0,06
6 40,48 60,00 3,12+ 0,31 41,34 £ 0,04
7 32,00 48,70 8,79+ 1,13 21,15+ 0,05
8 32,00 71,30 2,89 £0,15 42,72 £ 0,10
9 32,00 60,00 2,36 £0,22 42,39 £ 0,05
10 32,00 60,00 2,95+0,31 41,71 £0,01
11 32,00 60,00 2,38 +0,18 42,58 £ 0,12
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As equagoes obtidas para o modelo completo estdo exibidas nas Equagdes 15¢ 16 e a
Figura 4.11 apresenta as superficies para as respostas obtidas em fun¢do das varidveis

independentes analisadas.

D (N) = 2,45 — 0,009x, + 0,72 x2 — 2,46 xg + 1,95 x2 — 0,14 x, x4 (15)

my (%) = 42,24 + 0,42x, — 0,73 x% + 6,59 xg — 5,85 xZ — 0,99 x,xg (16)

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequagdo das equagdes
e significancia dos fatores. Os modelos completos apresentaram r? para dureza (0,952) e % de
granulos ideais (0,944), respectivamente. Os graficos de Pareto, os coeficientes da equagao
empirica, sua significancia (valores de p) e a significincia dos fatores para um nivel de
confianc¢a de 90% estdo disponiveis nos Apéndices F e G.

Os valores dos coeficientes de determinagao (r?) mantiveram-se entre 0,944 ¢ 0,952, o
que indica que as equagdes de regressao sdo apropriadas para descrever o projeto experimental.
Vale ressaltar que os residuos foram aleatoriamente e normalmente distribuidos.

O efeito linear e quadratico da rotagdo (x,) ndo foram estatisticamente significativos
(p <0,10). A analise dos efeitos mostra novamente que na faixa de velocidade de rotacao
estudada ndo teve grande influéncia desta varidvel no tamanho das granulos formados, mesmo
que velocidades de rotagdo altas promovam o contato maior entre as particulas no interior do
equipamento e, sendo assim, favorecem o crescimento dos granulos. Estabelecer uma faixa
pequena em torno do melhor ponto do planejamento anterior fez com que os resultados para
esta andlise ndo sofressem grandes alteragdes. No caso da dureza, mesmo o efeito quadratico
sendo significativo ¢ possivel observar pela superficie de resposta que de maneira similar a
resposta de % de granulos ideais, a faixa de velocidade de rotagdo utilizada no planejamento
ndo gerou grande interferéncia nos resultados, principalmente quando comparado com o angulo
de inclinag¢do do equipamento.

Os efeitos linear e quadratico do angulo de inclinacdo do equipamento (xg) foram
significativos (p <0,10) tanto para os resultados de dureza e de % de granulos ideais. Analisando
as superficies de resposta ¢ possivel observar uma tendéncia contraditéria no efeito desta

variavel nas duas respostas, uma vez que quanto maior o angulo de inclina¢ao do disco menor
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a dureza e que quanto maior o dngulo de inclinacdo maior a % de granulos ideais. Quando o
angulo de inclinagdo do disco rotativo aumentou de 48,7° para 71,3° houve uma reducgdo de
67,12% da dureza (8,79 para 2,89 N) e um aumento de 102% na % de granulos ideiais (21,15
para 42,72%).

A maior dureza (9,36 £ 1,02 N) no total dos experimentos realizados foi observada em
uma rotagdo de 38 rpm e com angulo de inclinacdo em 52° (Experimento 3) e a maior % de
granulos ideais (43,10 = 0,06 %) foi observada em 23,52 rpm e com angulo de inclinagdo em
60° (Experimento 5). Estes valores maximos quando comparados com os valores maximos do
planejamento anterior demonstram que o angulo de inclina¢do do equipamento € significativo
para o processo uma vez que a variagdes no angulo resultaram em mais que o dobro do resultado

de dureza observados anteriormente (planejamento 1).

Figura 4. 11 — Superficies de respostas para o PCC 2 dos ensaios de granulagao.

(a) (b)

Como andlise complementar deste segundo planejamento foram feitas analises de
esfericidade nos granulos de todas as corridas experimentais, os resultados estdo exibidos na

Tabela 4.12.
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Tabela 4. 12: Resultados de esfericidade para o PCC 2 de granulag¢do em disco rotativo.

Experimento  v(rpm) ag (°) Esfericidade
1 26,00 52,00 0,838 +0,013
2 26,00 68,00 0,849 + 0,032
3 38,00 52,00 0,853 + 0,029
4 38,00 68,00 0,812 + 0,066
5 23,52 60,00 0,824 + 0,031
6 40,48 60,00 0,835+0,017
7 32,00 48,70 0,839 + 0,027
8 32,00 71,30 0,839 + 0,023
9 32,00 60,00 0,832 + 0,002
10 32,00 60,00 0,839 +0,013
11 32,00 60,00 0,839 + 0,024

Analisando os resultados de esfericidade ¢ possivel observar que independente de

diferentes condicdes em cada experimento os valores de esfericidade permaneceram muito

proximos, flutuando em torno da média destes mesmos resultados, como exibido na Figura

4.12, e por isso ndo foi incluida na analise de variancia (ANOVA). Esta analise mostra também

que o produto final peneirado ficou padronizado, estéticamente similar, apesar das diferentes

condi¢des que o material foi submetido.

Figura 4. 12: Comparacao dos resultados de esfericidade do planejamento de extracao (barras)
com a média dos resultados (linha).
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O desafio deste planejamento entdo foi encontrar uma condi¢do em que os granulos
formados ndo fossem grandes demais e a0 mesmo tempo resistissem bem a compressdo. Com
o objetivo de determinar as condi¢des operacionais que proporcionem simultineamente a maior
% de granulos na faixa desejada e um maior resultado de dureza foi realizada também uma

otimiza¢do multi-resposta utilizando a fun¢do desejabilidade.
4.3.4 Analise de desejabilidade planejamento 2 da granulacio

O procedimento de otimizagao exibido na Figura 4.13 foi conduzido para maximizar
simultanemente a % de granulos na faixa desejada e a dureza. Portanto, esta otimizagao consiste
em achar um ponto em que as 2 condigdes estejam favoraveis, porém, ndo necessariamente em

seu valor maximo individual.

Figura 4. 13: Condig¢do de desejabilidade para o PCC 2 da granulagao.
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Na Tabela 4.13 sdo apresentados os resultados da otimiza¢do multi-respota com os
niveis 6timos das variaveis independentes sob a forma de varidveis codificadas e seus valores

correspondentes na escala real.

Tabela 4. 13: Varidveis independentes no ponto 6timo de otimizagdo PCC 2 granulacao.

Variavel Variavel
codificada real
v (rpm) (x;) 1,4142 40,48
ag (°) (xy) -0,7778 66,22

Os resultados preditos pela otimizacdo multi-resposta e o teste confirmatério
experimental estdo apresentados na Tabela 4.14. Os resultados experimentais foram ainda
melhores do que os preditos pelo modelo, mas com uma porcentagem de erro menor que 10%,
o que indica que os valores estdo bem descritos pelo modelo estatistico. Todas as medidas em

condi¢des otimizadas foram realizadas em triplicata.

Tabela 4. 14: Resultados experimentais e preditos na condi¢cdo otimizada.

Experimental Predito Erro (%)
D (N) 7,55 +£0,58 7,13 5,62
mg (%) 43,54+ 0,49 40,88 6,11

Os resultados experimentais obtidos para dureza e % de granulos ideais na condi¢do
de desejabilidade (Tabela 4.14) foram comparados com os resultados dos 11 experimentos do
planejamento, conforme as Figuras 4.14 e 4.15 em que os valores da condi¢do 6tima estdo
indicados por uma linha horizontal. Como esperado, o resultado obtido para a dureza nado foi
maior do que de todos os pontos do planejamento, uma vez que a variavel angulo de inclinagao
do disco ao ser maximizada causa uma reducao significativa na % de granulos ideias. Cabe
lembrar que a analise de desejabilidade identifica o ponto 6timo considerando as duas respostas

e que ha um efeito contraditorio dessa varidvel em relagdo as duas respostas.
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Figura 4. 14: Comparacao dos resultados de dureza do PCC com a condicdo 6tima.
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Figura 4. 15: Comparacao dos resultados de % de granulos ideais do PCC com a condi¢do
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A Figura 4.16 mostra o comparativo entre o antes e o depois da granulagdo do blend

de chés in natura triturado e peneirado e o granulo final.

Figura 4. 16: Blend de chas in natura triturado e peneirado (a) ¢ o granulo do (b).

rmm——

(2) (b)

4.3.5 Compostos bioativos na condicdo de maior desejabilidade

Para o experimento realizado na condi¢ao de desejabilidade foram realizadas analises
de TPC, TFC, ICs e as analises no HPLC (acido gélico, EGC, catequina, cafeina, EGCG e EC).
Para a extragdo dos compostos foi utilizada a condi¢do de desejabilidade para o planejamento
de extracdo. Por se tratar de um lote diferente do qual foram realizadas as analises do
planejamento de extragdo houve a necessidade de realizar as andlises também para o composto
in natura.

Os resultados de todas as anélises apds o processo de graulagdo foram comparados
com os resultados do composto in natura. Na Tabela 4.15 estdo expressos os resultados das
analises bem como a % da diferenca entre os resultados, que significam quanto houve de perda

de compostos bioativos apds o processo completo de granulacao.
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Tabela 4. 15 Resultados das andlises de bioativos antes e apds a granulacdo

In natura Apos granulacio (%)
TPC (mgeae /100g) 3270,29 + 67,91 1690,03 + 7,02 48,32
TFC (mgrutina/100g) 12,26 + 0,33 6,70 + 0,13 45,35
ICso(pg/mL) 0,812 + 0,009 1,191 £ 0,012 46,72
GAE (mg/100g) 98,01 0,44 67,93 £ 1,16 30,69
EGC (mg/100g) 1232,65 + 8,08 760,09 + 7,89 38,34
Catequina (mg/100g) 315,24+ 10,01 251,21 £2,99 20,31
Cafeina (mg/100g) 594,68 + 1,58 423,54+ 1,96 28,78
EGCG (mg/100g) 2225,97 + 49,25 1436,57 + 34,33 35,46
EC (mg/100g) 435,66 £ 0,16 29493 + 1,19 32,30

Os resultados expressos por mg/100g significam mg/100g de blend de chés em base seca.

Os resultados mostram que ap6s o processo hd uma queda significativa dos compostos
bioativos e que cada composto reage de uma maneira diferente ao processo. A catequina foi o
composto que menos sofreu reducao (20,31%), ja o EGC sofreu uma redugao maior (38,34%).
Mesmo com redugdes signigicativas de compostos bioativos o produto ainda permanece em
niveis 6timos de compostos, como TPC maior que 1000 mg/100g e ICso menor que 50 pg/mL
o que indica que ainda ¢ um material atividade antioxidante elevada.

O cromatograma obtido em HPLC (Figura 4.16) para as duas condigdes antes e apos
o processo de granulagdo. Para comparagdo os dois cromatogramas sobrepostos. As imagens e
os resultados mostraram novamente apresenga majoritaria de EGCG e minoritaria de acido

gélico, assim como j4 era previsto por Yang et al.(2002).
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Figura 4. 17: Cromatograma obtido em HPLC do material in natura (a), do material apds o
processo de granulacdo (b) e os dois cromatogramas sobrepostos (c).
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Os resultados do estudo de extragdo mostraram que as solugdes hidroalcoolicas em
micro-ondas sdo uma boa alternativa para a extracdo de compostos fendlicos. As andlises
estatisticas sugeriram que a concentracdo de etanol, a relagdo liquido/sélido e a temperatura
desempenham um papel importante na extracdo de antioxidantes.

Os niveis 6timos previstos para a extracdo foram 184,1 mL/g de razdo liquido/sélido,
3 min de extragdo no micro-ondas e 38,24% de concentragdo de etanol. Esta condigdo
apresentou TPC méaximo (2164,75 + 97,61mgcar/100 g), TFC (12,71 + 0,18mguina/100 g)
ICso minimo (0,773 £ 0,006 pg/mL). Também nesta condi¢do, a microscopia eletronica de
varredura mostrou a estrutura da particula apos o processo de extragdo onde ¢é possivel
visualizar as cavitagdes formadas pelo processo de extragdo, identificando, além das analises,
as condi¢des favoraveis a extragao.

As andlises de CLAE permitiram a identificagdo de compostos antioxidantes, acido
galico, catequinas e cafeina, os quais estdo associados a prevencao de doencas. Portanto, a
otimizac¢do de extracdo de compostos antioxidantes provou ser crucial para determinar uma
condi¢do com alta concentracdo de compostos bioativos. Este método tem potencial
significativo para ser usado em aplicagdes nutracéuticas e farmacéuticas.

Os resultados do processo de granulagdo do blend de chis mostraram que mesmo com
perdas significativas de compostos bioativos, entre 20,31% e 48,32%, apds o processo de
granulagdo, ainda caracterizam o blend de chas como um produto com elevado teor de
compostos bioativos e uma alta atividade antioxidantes, caracteristicas importantes, que tornam
o produto extremamente atrativo.

Para o processo de granulacdo conclui-se também que elevadas concentragdes de
material ligante na solug¢do aspergida sobre o sélido no interior do equipamento elevam o
diametro dos granulos e que existem proporg¢des ideais para a relagdo de massa de solidos e o
volume de solucdo utilizada durante uma batelada para a produ¢do de granulos, em que altos
volumes de solugdo levam a formacao de pastas no interior do disco rotativo e baixos volumes
de solucdo levam a granulos fracos e quebradigos.

As velocidades de rotagdo do equipamento também desempenham papel fundamental
neste processo, os resultados mostram que velocidades de rotagdo altas promovem o contato
maior entre as particulas no interior do equipamento e, sendo assim, favoreceram o crescimento

dos granulos.
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Quanto menor o angulo de inclina¢do do disco maiores os resultados de dureza, pois
maior ¢ a queda dos sélidos dentro do equipamento, fazendo com que os granulos fiquem mais
compactados e, consequentemente, mais resistentes. Utilizando os valores 6timos para o
primeiro planejamento composto central para a granulacdo foi possivel analisar melhor o
desempenho do processo com relagdo a variagdo do angulo de inclinagdo do equipamento.

Pelos testes realizados no disco rotativo foi possivel determinar um resultado em que
as caracteristicas de dureza e uma maior quantidade de granulos na granulometria desejada
fossem maximizados. A desejabilidade sugeriu uma massa de soélidos de 56,6 g, uma
porcentagem de ligante em 2,18%, velocidade de rotagdo em 40,48 rpm e também o angulo de
inclinagdo do disco em 66,22°. Com estas condi¢des foi possivel obter uma % de granulos na
granulometria desejada em 43,54% e 7,55 N de dureza.

O resultado quantitativo do processo, ou seja, a quantidade de granulos formados ¢
importante, mas também junto a isso manter uma grande quantidade de bioativos no produto
final. O produto final apresentou TPC 1690,03 + 97,02 mggar/100 g, TFC 6,70 + 0,13
mgruiina/ 100 g e ICso 1,191 + 0,012 pg/mL, GAE 67,93 + 1,16 mg/100 g, EGC 760,09 + 7,89
mg/100 g, Catequina 251,21 + 2,99 mg/100 g, Cafeina 423,54 + 1,96 mg/100 g, EGCG 1436,57
+ 34,33 mg/100 g e EC 294,93 + 1,19 mg/100 g.

Analisar que o blend de chas possui muito mais compostos do que os extraidos apenas
com agua, como ¢ feito em infusdes, leva a conclusdo de que este novo produto criado leva ao
consumidor um produto com elevado teor de compostos antioxidantes e consequentemente um

produto benéfico a satde, possuindo um alto potencial para ser aprimorado e levado as lojas.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Em face dos resultados supramencionados outros estudos podem ser realizados, como:

Avaliar o desempenho do equipamento disco rotativo com quantidades maiores de sélidos
por teste, em torno de 40% da capacidade total;

Avaliar o potencial in vivo deste material, a quantidade realmente absorvida pelo corpo;
Realizar analises de scale-up para implementagdo deste processo na industria;

Avaliar os componentes do blend de chas em particular;

Utilizar outros materiais, como frutas ou outros chas, para realizacdo da granulagao.
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Apéndice A

Apéndice A — Teste para medir a poténcia nominal dos niveis do forno micro-
ondas utilizado na secagem em micro-ondas e micro-ondas a vacuo: teste

impi (international microwave power institute)

Por calorimetria a poténcia de cada nivel do forno micro-ondas foi aferida, sendo,
realizado o método IMPI-2 Litros adaptado de Buffler (1991). O forno micro-ondas foi pré-
aquecido através do aquecimento de 2 litros de 4gua durante 5 minutos no nivel maximo. Apds
este periodo, enxugou-se as paredes com pano frio e imido. Para cada teste, uma carga de
2000+1 g foi distribuida em dois béqueres de 1 L, agitadas com colher de plastico e as
temperaturas iniciais aferidas com um termdmetro Instrutherm THR-080 com resolucdo de
0,1°C. Os béqueres foram dispostos de modo que se tocavam no centro do forno e o mesmo foi
ligado por 2 min e 2 s. Apds este periodo, os béqueres foram retirados do forno individualmente,
as cargas agitadas novamente com colher de pléstico e as temperaturas finais medidas. A
poténcia foi calculada através da Equacdo 1:

AT; (°C) + AT, (°0) (1)
2

P(W) =70

Tabela A. 1: Determinacdo da poténcia de cada nivel do forno micro-ondas.

Poténcia .
Nivel m; (g) m; (g) AT AT W) Media(W)

1000,54 1000,11 10 9,7 689,5

5 1000,60 999,97 10,3 9,6 696,5 687,16
1000,50 1000,87 9,7 9,6 675,5
1000,52 1000,40 7,2 7,4 511,0

4 1000,66 1000,29 7,4 7,3 514,5 513,33
1000,17 1000,47 7,4 7,3 514,5
1000,15 1000,74 5,6 5,5 388,5

3 1000,25 1000,06 5,8 5,8 406,0 399,00
1000,93 1000,77 5,8 5,7 402,5
1000,90 1000,54 3,2 3.4 231,0

2 1000,42 1000,09 33 33 231,0 228,67
1000,82 1000,27 3,2 3,2 224.0
1000,53 1000,07 1,8 1,5 115,5

1 1000,23 1000,40 1,7 1,6 115,5 114,33
1000,28 1000,03 1,7 1,5 112,0

Os testes foram realizados em triplicata para cada nivel de poténcia. Se a variagdo de
cada medida fosse superior a 5% da média todo o teste deveria ser repetido.

Buftler, C. A guideline for power output measurement of consumer microwave ovens. Microwave
World 10 (5):15. 1991.
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Apéndice B

Apéndice B — Graficos de pareto e significincia dos fatores para um nivel de

confianca de 90% para as extracoes assistidas por micro-ondas de compostos

bioativos.
Figura B.1: Gréfico de Pareto (Efeitos padronizados TPC)

X2 8.312032 |
x3
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X2X3 ,4368645;
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Figura B.2: Grafico de Pareto (Efeitos padronizados TFC)
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Apéndice B

Figura B.3: Grafico de Pareto (Efeitos padronizados ICso)

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
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Apéndice C

Apéndice C — Coeficientes de regressiao estimados e a analise de variancia

para as extracoes assistidas por micro-ondas de compostos bioativos.

Tabela C.1: Coeficientes de regressdo estimados e a andlise de variancia (MAE).

TPC (mgoae/100g) TEC (Mgrutina/100g) ICso (ug/mL)
CR Dvalor CR Dvalor CR Dvalor
Modelo 1860,46 <0,0001 10,20 <0,0001 1,49 <0,0001
X1 63,99 0,3575 0,54 0,0165 -0,25 0,0001
x? -148,79 0,0760 -1,06 0,0008 -0,12 0,0116
Xy 540,17 <0,0001 0,70 0,0047 -0,13 0,0053
x2 -183,23 0,0374 -0,27 0,1919 -0,03 0,4425
X3 -28,35 0,6758 -0,98 0,0007 0,19 0,0005
x2 -208,63 0,0224 -1,04 0,0009 0,14 0,0062
X1X; 32,46 0,7136 0,53 0,0523 0,08 0,0800
X1X3 208,50 0,0438 -0,27 0,2676 -0,001 0,9728
XyX3 37,09 0,6754 -0,33 0,1866 -0,007 0,8688
R 0,9272 0,9432 0,9570
Adj-R? 0,8335 0,8701 0,9017
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Apéndice D

Apéndice D — Graficos de pareto e significancia dos fatores para um nivel de

confianca de 90% para o primeiro pcc de granulacio no disco rotativo.

Figura D. 1: Grafico de Pareto (Efeitos padronizados D)
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Figura D. 2: Gréfico de Pareto (Efeitos padronizados m)
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Apéndice E

Apéndice E — Coeficientes de regressao estimados e a analise de variancia

para o primeiro pcc de granulacio no disco rotativo.

Tabela E.1: Coeficientes de regressdo estimados e a andlise de varidncia (PCC 1 granulagao).

D (N) mg (%)
CR Pvalor CR Pvalor
Modelo 2,279 <0,0001 43,21 <0,0001
Xy -0,535 0,0024 0,34 0,7801
x2 -0,141 0,3755 -4,52 0,0308
Xs 0,027 0,8100 -0,51 0,6781
xZ -0,102 0,5120 -4,27 0,0378
Xg 0,662 0,0008 -3,81 0,0170
x? 0,233 0,1641 0,002 0,9993
X4 X5 -0,246 0,1035 3,28 0,0584
X4Xg -0,412 0,0184 3,42 0,0513
X5Xg -0,230 0,1234 -3,06 0,0724
R? 0,9345 0,8723
Adj-R? 0,8361 0,6806
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Apéndice F — Graficos de pareto e significincia dos fatores para um nivel de

confianca de 90%para o segundo pcc de granulacio no disco rotativo.

Figura F.1: Gréfico de Pareto (Efeitos padronizados D)
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Apéndice G

Apéndice G — Coeficientes de regressio estimados e a analise de

varianciapara o segundo pcc de granulacio no disco rotativo.

Tabela G.1: Coeficientes de regressdo estimados e a andlise de variancia (PCC 2 granulagdo).

D (N) mg (%)
CR Pvalor CR Pvalor
Modelo 2,45 0,0039 42,24 <0,0001
X7 -0,009 0,9782 0,42 0,6650
xZ 0,72 0,0976 -0,73 0,5314
Xg -2,46 0,0004 6,59 0,0008
x2 1,95 0,0027 -5,85 0,0029
X7Xg -0,14 0,7466 -0,99 0,4759
R? 0,9523 0,9438
Adj-R? 0,9047 0,8876
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Apéndice H

Apéndice H — Curvas de calibracio dos padroes utilizados para leitura das

amostras em HPLC.

Figura H. 1: Curva de calibragdo para o padrao Galato de (-) — epigalocatequina (EGCQG).
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Figura H. 2: Curva de calibragdo para o padrao Cafeina
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Figura H. 3: Curva de calibragdo para o padrao Epicatequina (EC)
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Apéndice H

Figura H. 4: Curva de calibragdo para o padrao Catequina (C)
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Figura H. 5: Curva de calibragdo para o padrao Epigalocatequina (EGC)
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Figura H. 6: Curva de calibragdo para o padrio Acido Gélico (GAE)
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