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BIANCHIN, Mirelli. Metodologia para extracdo de diterpenos em café torrado
empregando micro-ondas e ultrassom. 2016. 100f. Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Caveol e cafestol, diterpenos da fragao lipidica do café, sdo estudados pelos impactos
de seu consumo a saude e como possiveis discriminadores de espécies de café. Para
a extracdo destes compostos, o processo de saponificagdo direta a quente com
posterior extracdo liquido/liquido da fragdo insaponificavel é reportado como mais
eficiente. A metodologia usual apresenta, entretanto, diversas etapas de separacéo,
exigindo maior tempo de analise, um analista treinado, e a utilizagdo de volumes
relativamente altos de solventes. Extragdo empregando sonicagao e saponificagao
assistida em micro-ondas tém sido descritas para diferentes matrizes e compostos,
destacando como técnicas versateis, simples, rapidas e que permitem bom controle
das condi¢cbes operacionais. O objetivo do estudo foi propor uma metodologia de
extracado de caveol e cafestol em café torrado a partir do uso de micro-ondas, para o
processo de saponificacdo direta a quente da fracdo lipidica, e de sonicagao, para
extracdo da matéria insaponificavel. As etapas de saponificacido e extragcao foram
estudadas separadamente, e os resultados obtidos em cada processo foram
comparados ao método convencional que utiliza saponificagdo em banho e extragao
liquido/liquido. O teor de caveol e cafestol foi determinado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. Para a saponificagdo em micro-ondas, seguiu-se um

planejamento fatorial 32, variando-se a temperatura (70, 80 e 90 °C) e o tempo (4, 8
e 12 min) de reacdo. A temperatura e o tempo tiverem efeito significativo (p<0,05)
sobre o teor de diterpenos, sendo recomendada para saponificagdo conjunta de
caveol e cafestol a reacédo por 12 min a 80 °C. Para a etapa de extracdo da fragao
insaponificavel por sonicagao, o efeito da amplitude da onda ultrassénica (41, 102, 5
e 164 ym), do volume de solvente (2, 4 e 6 mL), e do tempo de processo (2, 4 e 6
min) foram estudados através de um planejamento composto central de face

centrada (23). Foi também avaliado o efeito da sonicagdo na estrutura da matriz:
imagens de microscopia eletrénica de varredura, mostraram que a sonicagao causou
ruptura celular, provocando danos a abertura dos poros. A amplitude e o tempo
exerceram efeito positivo (p<0,05) na extragdo, verificando-se comportamento
diferenciado entre os diterpenos. Considerando-se o interesse na extragdo conjunta
dos compostos por sonicacdo a melhor condicdo ocorreu em amplitude de 164 um,
volume de 4 mL e tempo de 6 min. Comparativamente a saponificacdo em banho
convencional, o uso de micro-ondas apresentou rendimentos inferiores de caveol
(24%) e cafestol (35%), mas permitiu reducao expressiva de tempo de reagéo (80%).
Na etapa de sonicacédo, também houve menor rendimento da extracdo (13% para
caveol e 3% para cafestol) comparado ao método de extragao liquido/liquido, mas a
sonicagao permitiu a retirada de 2 etapas de lavagem com solvente, com
consequente reducdo no tempo de extragcdo e volume de solvente utilizado. De
forma geral, as técnicas apresentaram bons rendimentos de extragdo e mostram-se
promissoras para uso para isolamento dos diterpenos numa escala ampliada.

Palavras-chaves: Caveol. Cafestol. Coffea arabica. Saponificacdo. Sonicacdo e
Cromatografia liquida.



BIANCHIN, Mirelli. Methodology for diterpenes extraction of roasted coffee using
microwave and ultrasound. Dissertation (Masters In Food Science) - State University
of Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Kahweol and cafestol, diterpenes of the coffee oil, are studied due to their impacts on
human health and in order to discriminate coffee species. The most efficient method
for the extraction of these compounds is to apply a direct hot saponification procedure
(DHS) followed by a liquid/liquid extraction of the unsaponifiable fraction. However, the
conventional method involves several stages of separation, which requires long
analysis time, a trained analyst, and the use of relatively high volumes of solvents. The
technics of ultrasound assisted extraction and saponification using microwave have
been largely used to different matrices and compounds. Therefore, they have been
describing as versatile, simple and fast procedures, which also allow a good control of
operating conditions. The aim of this study was to propose a methodology to extraction
of kahweol and cafestol from roasted coffee applying microwave for the DHS step and
sonication procedure for the extraction of the unsaponifiable fraction. The
saponification and extraction steps were studied separately. Each result were
compared to the obtained by the conventional method, which uses saponification in
bath and liquid/liquid extraction. The contents of kahweol and cafestol were determined

by high performance liquid chromatography. A 32 factorial design was used to study
the microwave saponification step in order to evaluate the effect of temperature (70,
80 and 90 °C) and reaction time (4, 8 and 12 min). Temperature and reaction time had
a significant effect (p <0.05) on the diterpenes contents. The use of 80 °C during 12
min is the condition recommended for simultaneous extraction of the diterpenes. A

23 face-centered central composite design was applied for the study of the extraction
of the unsaponifiable fraction using ultrasound; the effect of the amplitude of the
ultrasonic wave (41, 102, 5 and 164 um), the solvent volume (2, 4 and 6 mL) and
process time (2, 4 and 6 min) were studied. The effect of the ultrasonic wave
application in the matrix structure was also evaluated: scanning electron microscopy
images showed that the ultrasound caused cellular rupture, which leads to the
damages to the pores. The parameters of amplitude and time had a positive effect
(p<0.05) in the extraction procedure, but the behavior was differentiated among the
two diterpenes. Considering the interest in the simultaneous extraction of the
compounds by ultrasound, the best condition was obtained at the amplitude of 164 ym,
volume of 4 mL and time of 6 min. The use of microwave lead to lower yields of kahweol
(24%) and cafestol (35%) compared to conventional bath saponification, however a
significant reduction of reaction time (80%) was achieved. A lower extraction yield
(13% for kahweol and 3% for cafestol) was also obtained using the sonication
procedure compared to the liquid/liquid extraction method. On the other hand, the
sonication allowed the removal of two solvents washing steps, with a consequent
reduction in the extraction time and in the volume of solvent. In a general way, the
techniques presented good reaction/extraction yields and they are promising for
isolation of diterpenes on an extended scale.

Keywords: Kahweol. Cafestol. Coffea arabica. Saponification. Ultrasound and liquid
chromatography.
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1. INTRODUCAO GERAL

Pertencente ao género Coffea da familia Rubiaceae, o café € um dos
graos mais antigos consumidos pelo homem, manuscritos datam sua cultura em 575
d.c no Iémen (MARTINS, 2008). Existem cerca de 100 espécies de café, 25 delas sédo
mundialmente cultivadas, mas somente Coffea arabica e Coffea canephora sao
produzidas e comercializados em grande escala. No Brasil, a espécie arabica
representou, em 2016, em torno de 80% da producéo total (CONAB, 2016).

Segundo dados divulgados pela Associacdo Brasileira da Industria de
Café (ABIC), cerca de 80% dos brasileiros com idade superior a 40 anos bebem café
diariamente, mesmo entre jovens (16 a 20 anos), faixa em que o consumo é menor, a
proporcao dos que consomem diariamente € de 49% (ABIC, 2016). Em 2015, o Brasil
beneficiou 43, 2 milhdes de sacas de 60 kg de café, o mercado interno consumiu 20,5
milhdes de sacas, cerca de 4,9 kg de café torrado habitante/ano. Em torno de 36,9
milhdes de sacas de café foram exportadas em 2015, correspondendo a 7,0% dos
embarques do agronegdcio, e fazendo com que o Brasil atingisse um novo recorde
em exportacdo (CECAFE, 2016a; CONAB, 2016). Segundo dados da Organizacao
Internacional do Café (ICO) (2016), o Brasil continua sendo o maior produtor mundial
de café, com safra estimada de 49,6 milh6es de sacas em 2016, e 0 segundo maior
consumidor, atras apenas dos Estados Unidos, em numeros absolutos (CECAFE,
2016b; CONAB, 2016).

Os graos de café torrados sdo constituidos, em média de
aproximadamente 59% de carboidratos, 13% de proteina, 13% de lipidios, 4% de
cinzas, e de outros compostos em menor quantidade, como, acidos néo volateis (7%),
agua (2%) trigonelina (1%) e cafeina (1%), porém estes valores podem variar com as
espécies e variedades do grdo (GEORGE, RAMALAKSHMI, RAO, 2008; FARAH,
2012).

Dos constituintes da matéria insaponificavel do grdo de café, os
diterpenos, o caveol e cafestol sdo os compostos majoritarios. O interesse por estes
compostos € reportado em diversos estudos, que investigam desde a contribuigdo a
saude dos consumidores até a aplicacdo como parametros de qualidade (ROOS et
al., 1997; CAVIN et al., 2002; RUBAYIZA, MEUREN, 2005; HIGDON, FREI, 2006;
CAMPANHA, DIAS, BENASSI, 2010; MURIEL, ARAUZ, 2010; BUTT, SULTAN, 2011;

KITZBERGER et al.,, 2013a). Em relacdo aos efeitos na saude, alguns estudos
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demonstram que o alto consumo de café néo filtrado esta associado ao aumento do
colesterol sérico, atribuido principalmente a ingestdo de cafestol (URGERT et al.,
1995; CROZIER et al.,, 2014). Com mais destaque, o caveol e cafestol tém sido
associados a efeitos positivos a saude, como na prevencao de carcinomas e de danos
ao DNA, também sao reconhecidos pelas suas propriedades antioxidante e quimio-
preventivas (CROZIER et al., 2014; GAASCHT, DICATO, DIEDERICH, 2015).

O caveol e o cafestol sdo encontrados na forma esterificada com
diferentes acidos graxos ou, em menor proporcdo, na forma livre (SPEER;
KOLLINGSPEER, 2006). Assim, para a determinacdo destes compostos, podem ser
aplicadas etapas de saponificagéo e separacao.

Dias et al. (2010) propuseram um método analitico para quantificacdo
de diterpenos que envolve a saponificacdo a quente do café em banho, seguida da
separacao dos compostos por consecutivas lavagens com solvente organico. Embora
0 método seja eficiente, verifica-se, devido a complexidade da matriz, a necessidade
de um longo preparo da amostra, antes da identificacdo e quantificacdo por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Além disso, por envolver extracao
liquido/liquido, volumes relativamente grandes de solvente organico sdo utilizados e
sdo requeridas varias etapas para extracao final, exigindo treinamento dos analistas
envolvidos e maior tempo de andlise. Esses fatores representam uma limitacéo
guando se considera o interesse pela extracao dos diterpenos em maior escala.

Considerando a dificuldade de sintese desses compostos e a restrita
disponibilidade de compra, a extracdo de diterpenos a partir de café torrado € uma
opcédo atraente (GUERCIA et al., 2016), principalmente quando se ha o interesse na
extracao, para posterior separacao e isolamento, para o uso como padrdes analiticos.
Belandria et al. (2016) ressaltam que a extracdo de compostos com alto valor
agregado, como caveol e cafestol, sdo uma alternativa inovadora para a inddstria de
cafe.

Recentemente, observou-se uma tendéncia a utilizacdo de métodos
analiticos “mais verdes”. A reducédo de residuos e solventes, do tempo de exposi¢ao
do analista a periculosidade e toxicidade, a maior seletividade e praticidade devido a
automacdo, sdo algumas das vantagens da aplicacdo de tecnologias limpas
emergentes (ARMENTA, GARRIGUES, LA GUARDIA 2008; GALUSZKA,
MIGASZEWSK, NAMIESNIK, 2013; FUMES et al., 2015).
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Processos de aguecimento por micro-ondas e extragdo por
sonicacao, sdo utilizados como alternativas para a extracdo de compostos da fracao
lipidica (ARAUJO, SANDI, 2006; AZEVEDO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014;
ROCHA et al., 2014; TSUKUI et al., 2014; ORTIZ, BENINCA, ZANOELO, 2015). O
uso de micro-ondas destaca-se em relacdo a outros métodos de aquecimento, por
permitir, com maior precisao, o controle das condi¢des do procedimento, evitando
possiveis degradacfes térmicas e oxidacdo, além de garantir reprodutibilidade do
processo (TSUKUI, OIGMAN, REZENDE, 2014). Quanto a extracdo por sonicacao,
segundo Cravotto et al. (2008), esta € uma técnica reconhecida por diminuir o tempo,
aumentar o rendimento e muitas vezes a qualidade da extracao.

N&o ha, porém, relatos da utilizacdo das técnicas de micro-ondas e
ultrassom na extracdo especifica de caveol e cafestol em café torrado. Somente no
trabalho de Oigman et al. (2012) verificou-se o uso de micro-ondas na extragéo de
diterpenos em graos verdes através de reacdo de metandlise. Tsukui et al. (2014)
também utilizaram do aguecimento por micro-ondas em grao verde, mas para realizar
a extracao prévia dos lipidios, seguida da metanolise.

Assim, considerando-se a importancia do caveol e cafestol e o
interesse pela extracdo em maior escala para posterior isolamento desses compostos,
€ interessante o desenvolvimento de metodologias que empreguem tecnologias
limpas, como micro-ondas e sonicacdo, na extracdo dos diterpenos.

O capitulo 1 contém a introducéo geral do trabalho, os objetivos e a
revisdo bibliografica, na qual é abordada a importancia dos diterpenos em café, com
énfase em Coffea arabica, destacando as técnicas de extracdo para caveol e cafestol
e 0s principios tedricos e aplicacdes do aquecimento por micro-ondas e da extracéo
por sonicacao.

O capitulo 2 descreve o desenvolvimento do método de saponificacao
assistida por micro-ondas na extracdo de caveol e cafestol em café arabica torrado.

O capitulo 3 aborda a extracdo de caveol e cafestol através da técnica

de sonicacdo, como substituto ao método de extragdo liquido/liquido.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor uma metodologia de extracdo dos diterpenos, caveol e
cafestol, em café torrado, empregando saponificacdo por micro-ondas e extracao por

sonicacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar uma metodologia de extracdo de diterpenos, ja validada e eficiente,
substituindo as etapas de saponificacdo a quente em banho e separacéo
liquido/liquido, por saponificacédo direta a quente, assistida por micro-ondas e
extracdo da frag&o insaponificavel com sonicagéo;

e Avaliar separadamente cada processo, através da aplicacdo de planejamento
experimental;

e Verificar o efeito do uso de sonicagdo na estrutura da matriz de café torrado
por microscopia eletrénica de varredura;

¢ Determinar as melhores condi¢cées de saponificacdo e separacdo em relacéo
ao teor de caveol e cafestol extraido, comparando o rendimento com o obtido

pelo método de referéncia analitico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DITERPENOS DO CAFE

Os terpenos compreendem uma das classes mais importantes de
metabdlitos secundarios nas plantas. Desempenham papéis na defesa direta e
indireta da planta, agindo contra herbivoros e patdégenos, e na reproducdo pela
atracdo de polinizadores e disseminadores de sementes, entre as principais acoes
(PERES, 2004; NAGEGOWDA, 2010).

A classificacdo ocorre de acordo com numero de unidades de
isopreno e o nimero de carbonos que contém na estrutura (Cx- Y u.i)! podendo ser
hemiterpeno (Cs-1 u.i), monoterpeno (Cio0-2 u.i), sesquiterpeno (Cis-3 u.i), diterpenos
(C20-4 u.i), triterpeno (Cz0-6 u.i), tetraterpeno (C40-8 u.i) e politerpeno (Cs- n u.i) com
n>8 (HAAGEN-SMIT, 1953; BREITMAIER, 2006).

Dos terpenos presentes no café, o cafestol e caveol (Figura 1), séo os
compostos de maior representatividade.

Kurzrock e Speer (2001) relatam que Anderson, em 1932, e Slotta e
Neisser, em 1938, foram os primeiros a investigar o caveol e cafestol. Kaufmann e
Gupta Sem, em 1963, conseguiram isolar a molécula de caveol, entretanto a estrutura
quimica e a configuracéo foi apresentada somente em 1982 por Lam et al.

Os diterpenos sdo classificados como &lcoois de diterpeno
pentaciclico que, na fusdo de unidades de isopreno, formam um esqueleto caurano
composto por 20 carbonos (DJERASSI, CAIS, MITSCHER, 1959; SPEER, KOLLING-
SPEER, 2006) (Figural). No grédo de café, encontram-se na forma livre ou esterificada
com diferentes acidos graxos, sendo a segunda presente em maior proporcao
(SPEER; KOLLING-SPEER, 2006). Kolling-Speer, Strohschneider e Speer (1999)
relataram teor de cafestol e caveol livres em gréos verdes de café arédbica variando
de4a9mg100g?te4,5a19mg100g?, respectivamente. Para grdos verdes de café
canefora o valor médio de cafestol livre foi de 12,4 mg 100g. Van Rooij et al. (1995)
reportaram teores de ésteres de caveol e cafestol na faixa de 6800 a 8500 mg 100 g
L em gréos verdes de C. arabica e de 100 a 290 mg 100 g* em C. canephora, sendo

os teores de diterpenos livres significativamente mais baixos.

1 (Cx- Y u.i)! refere-se: Cx ao nimero de carbonos e Y u.i as unidades de isopreno.



22

A diferenca estrutural entre caveol e cafestol é devida a uma dupla
ligacdo entre os carbonos C1 e C2. Assim, 0s compostos apresentam espectros com
pico de absorcdo maxima em comprimentos de ondas diferentes: 290 nm para o
caveol e 230 nm para o cafestol (Figura 1A).

O caveol na forma purificada é mais suscetivel a alteragfes fisico-
quimicas, quando submetido a condicBes de estresse, como aquecimento, luz e a
presenca de oxigénio e acidos (KURZROCK; SPEER, 2001).

Figura 1- Férmulas estruturais, espectros de UV e cromatograma de café torrado
destacando caveol e cafestol.
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(A) Espectros de caveol [1] e cafestol [2] (190-400 nm) - (B) Cromatograma tipico de separacdo de
diterpenos em café arabica com grau claro de torra.
Fonte: Benassi e Dias, 2015.

O teor de lipidios em café torrado varia de 8,6 a 20% (LAGO, 2001,
PACETTI, LUCCI, FREGA, 2015). A matéria insaponificavel (MI) deste grdo, é
relativamente alta (9,0% a 13,4%) se comparada a demais 6leos vegetais (abaixo de
1%) (LAGO, 2001). Os diterpenos correspondem a aproximadamente 20% do total de
lipidios no grdo, porém como a maioria esta na forma esterificada com diferentes
acidos graxos, estes compostos sao considerados os componentes majoritarios da Ml
de café torrado (PACETTI, LUCCI, FREGA, 2015).

O teor de caveol e cafestol reportado na literatura € bastante variavel.

Mesmo dentro da mesma espécie de café variacdes consideraveis podem ser
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observadas (Tabela 1). Cita-se a presenca de cafestol em C. arabica e C. canephora,
e de teores muito baixos até a auséncia de caveol em café canéfora (ROOS et al.,
1997; SPEER, KOLLING-SPEER, 2006; CAMPANHA, DIAS, BENASSI, 2010; DIAS
et al., 2010; GIRIDHAR, SRIVEDI, RAVISHANKAR, 2010; SOUZA, BENASSI, 2012;
BENASSI, DIAS, 2015; MORI et al., 2016).

Tabela 1- Teor de caveol e cafestol (mg 100gt) em café arabica e canéfora torrados.

Caveol Cafestol Referéncia
736 573 Urgert et al. (1995)
328 397 Araujo e Sandi (2006)
661 - 923 360- 478 é%Tg)anha, Dias e Benassi
Café arabica
370 820 Souza e Benassi (2012)
Kiztberger et al. (2013b) e
439-1068 339-742 Kitzberger, Scholz, Benassi
(2014)
175 - 1068 176 - 966  Zanin (2014)
5-8 239-250 Roosetal. (1997)
N.I 163 -275 Campanha, Dias e Benassi
Café canéfora (2010) )
N.I 210 Souza e Benassi (2012)
0-14 359-151 Mori et al. (2016)

NI- N&o identificado *Valor zero corresponde a valores abaixo do limite de quantificacdo de 3,2 mg
100g?

Em sua revisdo, Benassi e Dias (2015) relataram que a faixa de
concentracdo de diterpenos em café torrado citada pela literatura é bastante ampla.
De forma geral, séo observados teores mais elevados de cafestol em C. arabica (187
a 668 mg 100 g?) em relagdo ao café canéfora (76 a 363 mg 100 g1). Existe grande
variacdo nos teores de caveol reportados para café arabica torrado (132 a 1096 mg
100 g1); em café canéfora é reportada a presenca de baixas concentragées de caveol
(inferiores a 15 mg 100 g!) ou a auséncia do composto.

Quanto a termo-estabilidade dos compostos, alguns autores
observaram manutencao dos teores de diterpenos em cafés torrados (URGERT et al.,
1995; CAMPANHA, DIAS, BENASSI, 2010) mas ha relatos que o cafestol e caveol

podem sofrer desidratacdo durante o processo de torra, gerando dehidroderivados,
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ou formando produtos como o caveal e cafestal (isbmeros de funcédo) e ainda
isocaveol, um isbmero de posi¢cao (SPEER, KOLLING-SPEER, 2006).

A fim de verificar a influéncia da torra no teor de diterpenos, Dias et
al. (2014) submeteram cafés arabica e canéfora ao processo de torra a 230 °C em
diferentes tempos (2, 4, 6, 8 e 10 min). Inicialmente, houve a tendéncia de estabilidade
e aumento no teor dos dois diterpenos (expresso em mg 100 g em base seca), e o
comportamento foi atribuido ao aumento relativo na concentracao de lipidios durante
0 processo de torra, que ocorre pela degradacédo de outros componentes da matriz
mais termoldbeis. Apos 8 min de processo, observou-se a formacgéo de produtos de
degradacéao dehidroderivados (dehidrocaveol e dehidrocafestol). Segundo os autores,
apesar de ter sido constatado que os diterpenos podem sofrer degradacdo com a
torra, o fato dos teores de caveol e cafestol variarem pouco com 0 processo,
demonstra a viabilidade do uso desses compostos na diferenciacdo das espécies em
produtos de café torrado.

Apesar do estudo de diterpenos ser citado desde 1930, recentemente
houve um aumento no interesse em analisar esses compostos considerando-se tanto
os efeitos a satde como na area de controle de qualidade de produtos de café.

O caveol e cafestol, por estarem presentes em concentracoes
diferentes em C. arabica e C. canephora, e por ndo serem muito afetados pela
intensidade de torra podem ser empregados como possiveis identificadores de
espécies em café torrado e moido (CAMPANHA; DIAS; BENASSI, 2010; SOUZA,
BENASSI, 2012, MORI et al., 2016).

Até a Ultima década, havia énfase em estudos que citavam os
diterpenos pelos efeitos negativos a salude dos consumidores devido a acéo
hipercolesterolémica (elevacao do colesterol total e LDL), atribuida notadamente ao
cafestol (ROOS et al., 1997, HIGDON; FREI, 2006). Mais recentemente os efeitos
positivos a saude tém sido estudados e destacados. Crozier et al. (2014), em reviséo,
citam os beneficios do consumo de café, como o fato da ingestdo regular estar
associada ao menor risco de desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2, cancer
endometrial, hepatocelular e doenca de Parkinson. Butt e Sultan (2011) relatam que
cafestol e o caveol sdo eficazes na reducéo do estresse oxidativo e atuam auxiliando
na protecdo do DNA celular. Estes compostos possuem ainda capacidade
guimioprotetora e anticarcinogénica devido a habilidade de capturar radicais livres
(CAVIN et al., 2002; HIGDON, FREI, 2006; GEORGE, RAMALAKSHMI, RAO, 2008;
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GENKINGER, GEBARA, 2015). Gaascht, Dicato e Diederich (2015) citam que cafestol
e caveol atuam como inibidores de citocromo P450, uma enzima responsavel pela

ativacdo de agentes cancerigenos e os danos do DNA.

3.2 METODOLOGIAS PARA EXTRACAO DE DITERPERNOS

Para extracdo da fracao lipidica de matrizes de origem animal ou
vegetal € desejavel o uso de técnicas quantitativas, se possivel ndo destrutivas,
rapidas e com baixo consumo de solvente. E importante evitar a transferéncia de
constituintes solUveis de um material para o solvente com o qual a matriz esta em
contato; evitar o uso de condicbes muito agressivas de processo, como altas
temperaturas e variacbes da mesma, para garantir que o lipidio ndo sofra reacdes
quimicas e consequentemente modificacdes estruturais, principalmente quando, apés
extracao, pretende-se avaliar componentes lipidicos especificos (BRUM, ARRUDA,
BISMARA, 2009; MEDINA, 2013).

A literatura oferece diversas abordagens quanto aos métodos para a
extracao de lipidios, os mais documentados sao o de Soxhlet (1879), de Folch, Lees,
Stanley (1957) e Bligh & Dyer (1959).

O método de Soxhlet € o mais classico para extracdo de lipidios,
sendo recomendado pela Association of Analytical Communities (AOAC). Embora seja
uma metodologia versatil, simples e robusta, possui limitacdes importantes como o
longo tempo de extracéo (varia de 6 a 24 h), o grande volume de solvente utilizado e
principalmente, o fato do material organico extraido ficar no solvente, que sofre
constante ebulicdo, favorecendo reacdes de oxidacdo e hidrolise (BRUM, ARRUDA,
BISMARA, 2009; SCHLECHTRIEM, FLIEDNER, SCHAFERS, 2009).

Outro método amplamente empregado, por ser versatil e econémico
€ o descrito por Bligh & Dyer (1959) como uma adaptacdo de Folch, Lees, Stanley
(1957). O método consiste na extracao a frio da fracédo lipidica através da mistura de
cloroférmio-metanol: dgua. Em relacdo ao Soxhlet, o método de Bligh & Dyer
apresenta muitos aspectos positivos, como nao necessitar de equipamentos de
laboratorio especificos, reduzido volume de solventes utilizados, ndo envolver
aquecimento, evitando degradacdo de compostos termicamente instaveis e menor
tempo de andlise (MANIRAKIZA, COVACI, SCHEPENS 2001; SHAHIDI,
WANASUNDARA, 2002; SCHLECHTRIEM et al., 2009).



26

Segundo Benassi e Dias (2015), para extragdo de caveol e cafestol,
existem duas diferentes abordagens. Na primeira realiza-se a extragdo prévia dos
lipidios, através de métodos como Soxhlet ou Bligh & Dyer, seguida de saponificacao
e separacdo. Na segunda, emprega-se saponificacdo direta da fracdo lipidica, com
posterior separacgéo da fracao insaponificavel.

A reacao de saponificacdo dos diterpenos esta apresentada na Figura

Figura 2- Reacao de saponificacao de diterpenos.

(CH2)nCH3

i
+ KON
(@) (CHZ)nCH3

o OH

Caveol Sais de acidos graxos

Fonte: Adaptado de Tsukui, Oigman, Rezende (2014).

O uso de saponificacdo direta a quente (SDQ) foi preconizado por
Urgert et al. (1995) que realizaram a extracdo dos lipidios de graos torrados de café
com solucao etandlica de NaOH a 80°C durante uma hora, com posterior extracdo da
matéria insaponificavel com diisopropil éter e limpeza com agua.

Dias et al. (2013) estudaram a eficiéncia de diferentes métodos na
extracao de diterpenos em café torrado. A utilizacdo da extracdo, por Soxhlet ou Bligh
& Dyer, seguida de saponificacdo a quente, implicou em grandes perdas de
diterpenos. O processo de saponificacdo direta a quente com posterior extracdo da
fracdo insaponificavel foi reportado como mais eficiente na extragdo de caveol e

cafestol. O extrato obtido por SDQ apresentou teores de caveol e cafestol 15%
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superiores aqueles obtidos por saponificacdo direta a frio e até 88% superiores a
extracao (Soxhlet ou Bligh & Dyer) seguida de saponificacdo a quente.

Dias et al. (2010) propuseram um meétodo analitico para quantificacéo
simultanea de caveol e cafestol em diferentes matrizes de café (tecidos de frutos
frescos, folhas e grao torrado e moido) empregando saponificagdo direta a quente
com extracdo da fragdo insaponificavel com terc-butil metil éter, limpeza com agua, e
quantificacdo de diterpenos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
fase reversa (Figura 3).

No método proposto por Dias et al. (2010), durante a extracdo da
fracdo insaponificavel, as trés etapas de lavagens com terc-butil metil éter seguidas
de centrifugacédo facilitam a separacéo de fases e, consequentemente, uma eficiente
extracdo dos diterpenos.

Ha relatos da utilizacdo do método de extracao proposto por Dias et
al. (2010) em estudos realizados por Souza et al. (2010), Campanha, Dias e Benassi
(2010), Souza e Benassi (2012), Acevedo et al. (2013), Kitzberger et al. (2013a),
Kitzberger et al. (2013b), Kitzberger, Scholz, Benassi (2014), Scholz et al. (2014),
Barbosa et al. (2014), Mori et al. (2016) e Wuerges (2015), demonstrando sua

eficiéncia.

Figura 3- Metodologia para extracéo de diterpenos proposta por Dias et al. (2010).

Adicionar 2 mL de agua destilada

Fonte: Adaptado de Dias et al. (2010).

1. Processo de Saponificagdo — 2. Processo de Extragéo — | 3.Limpeza e preparo da Amostra
para Injegéo
Pesar0,2 g de am0§tra em frasco para Adicionar 2 mL de tercbutil metil éter
centrifuga 1 Adicionar 2 mL de agua
Centrifugar durante 2 minutos a 3000 § Repetir 7 _ 1
Adicionar 2 mL de KOH 2,5 mol L RPM L 3vezes Homogeneizar e descartar a fase
(em etanol 96%) 1 ............ y aquosa
1 Recolher fase orgénica em um tubo 1
Aquecer em banho-maria & 80°C (tarado) Evaporar em banho & 40°C

durante 1 hora I l

Ressuspender o extrato etéreo em 4

mL de fase mével

l

| Diluigao |

|

| Filtrar em membrana de 0,45 pm |

l

CLAE |
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Mesmo considerando o extenso uso e a aplicabilidade do método de
Dias et al. (2010) para diferentes matrizes, observa-se algumas limitagbes para
utilizacado da metodologia na extracéo de diterpenos em maior escala. O aquecimento
em banho proposto no método € eficiente na reacéo de saponificacao dos diterpenos,
uma vez que a proporcdo de amostra: volume utilizada € pequena. Ampliando-se a
escala, o aquecimento convencional poderia ndo ser tdo adequado, tendo em vista
que a transferéncia de calor depende das correntes de conducgéo e conveccao; caso
o equilibrio térmico demore para ser atingido haveria maior dificuldade no controle de
reacfes quimicas (THOSTENSON, CHOU, 1999; HAYES, 2002; SANSEVERINO,
2002; KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009). Também considerando uma
ampliacdo de escala, com o volume relativamente alto de solvente utilizado, haveria
maior exposicao do analista a toxicidade e geraria residuos quimicos, resultando num
impacto ambiental e humano. Deve-se considerar ainda, que para realizar a extragao
pelo método proposto, h4 a necessidade de profissionais treinados, pelo grande
namero de etapas que devem ser adequadamente padronizadas, o que reflete
também em tempo maior para realiza-las. Desta forma, ensaios de rotina ficariam
limitados.

Recentemente, tem-se observado um forte movimento em direcao a
utilizacdo de métodos analiticos “mais verdes”, o qual tem estimulado o
desenvolvimento de novas técnicas de extracdo de lipidios em alternativa aos
métodos convencionais. Além disto, a utilizacdo de processos de extracdo que
reduzam o consumo de energia, permitam a utilizacdo de solventes alternativos, ou
diminuam e/ou eliminem o uso de solventes organicos, sao algumas das propostas da
guimica verde. Esses novos modelos de extracdo tém demonstrado seus beneficios,
nao s6 na reducao dos riscos ao meio ambiente, mas também a satude humana (LI et
al., 2013; FUMES et al., 2015; TIWARI, 2015).

Processos de micro-ondas e ultrassom (OLIVEIRA et al., 2014;
ROCHA et al., 2014; TSUKUI et al., 2014), automatizam algumas operacoes, podendo
ser uma alternativa sustentavel e bastante pratica (FUMES et al., 2015), e vem sendo
aplicados com sucesso na extracao de lipidios de matrizes alimentares (CRAVOTTO
et al., 2008; GOULA, 2013; ROCHA et al., 2014; TSUKUI et al., 2014)
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3.3 USO DE ENERGIA MICROONDAS

A tecnologia de radiacdo de micro-ondas foi desenvolvida durante a
Segunda Guerra Mundial por cientistas britanicos, que utilizavam um dispositivo que
de micro-ondas (magnetron) em radares para detectar aeronaves inimigas
(SANSEVERINO, 2002). Em 1946, ap0s observacdes que o magnetron além de emitir
micro-ondas também gerava de calor, essa tecnologia foi direcionada para o
aquecimento de alimentos. Até a década de 1990, a utilizagdo das micro-ondas ficou
restrita a industria de alimentos e polimeros, somente na metade da década de 1990,
aparelhos mais sofisticados foram desenvolvidos e utilizados pelo meio cientifico
(SOUZA, MIRANDA, 2011).

A aplicacdo da energia de micro-ondas na extracdo de compostos é
amplamente utilizada, principalmente, por apresentar vantagens em relacdo aos
meétodos de extracao convencionais. Em geral, o uso desta técnica permite a reducao
do tempo de extracdo/reacdo, do volume de solvente, da formacdo de produtos de
degradacéo e o aumento do rendimento (CARRO et al., 2002; CHEN, XIE, GONG,
2007; ZHANG, YANG, LIU, 2008; LI et al., 2010; UPADHYAY, RAMALAKSHMI, RAO,
2012; OIGMAN et al., 2012).

Em reacdes quimicas, as micro-ondas sdo utilizadas principalmente
para acelerar as reacdes, garantindo, também, o aumento do rendimento e da
seletividade (SA et al., 2010).

3.3.1 Principios tedricos

A regido das micro-ondas no espectro eletromagnético corresponde a
ondas eletromagnéticas com frequéncias que variam de 300 a 300.000 MHz em
comprimentos de onda de 1 mm a 1 m (Figura 4) (KAPPE, DALLINGER, MURPHREE,
2009). Por se tratar de uma onda eletromagnética, as micro-ondas séo constituidas
de um campo elétrico e um magnético, onde apenas o campo elétrico esta envolvido

na transferéncia de energia para reacdo de aquecimento (HAYES, 2002).
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Figura 4- Espectro eletromagnético.
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Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).

O aquecimento de um material por irradiagdo com micro-ondas,
também denominado aquecimento dielétrico, esta relacionado com o campo elétrico
da onda e com a habilidade de um material especifico (solvente /reagente/amostra)
em absorver a energia das micro-ondas e converté-la em calor. Existem dois
mecanismos principais para a transformacgéo de energia eletromagnética em calor: a
polarizacdo dipolar e a conducdo ibnica (SANSEVERINO, 2002; KAPPE,
DALLINGER, MURPHREE, 2009).

Na polarizacdo dipolar ocorre o alinhamento das moléculas (dipolos
permanentes ou induzidos) com o campo eletromagnético aplicado. A Figura 5 ilustra
como os dipolos de uma molécula reorientam-se, quando estdo em fase com o campo
elétrico oscilante (E). Conforme o campo eletromagnético oscila, o dipolo da molécula
tenta alinhar-se a ele, ocorrendo rotacéo, friccao e colisdo entre moléculas. As forcas
de interacdo aumentam a energia cinética do sistema o que resultam em aguecimento.
Quando o campo é removido, as moléculas voltam ao estado desordenado e a energia
gue foi absorvida para a orientacdo é dissipada em forma de calor. Em resumo, a
energia eletromagnética que se propaga em forma de onda, é convertida em energia
cinética, devido aos movimentos de ordenacdo das moléculas, gerando calor
(SANSEVERINO, 2002; KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009; SOUZA FILHO,
SERRA, 2015).
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Figura 5- Mecanismo de aquecimento por polarizacdo dipolar.
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Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).

Entre os fatores que determinam a eficiéncia do movimento de
rotacao dipolo devido a polarizacéo dipolar, a frequéncia do campo elétrico e o tempo
de relaxacao (tempo para que os dipolos retornem ao estado de desordem inicial) séo
0s de maior impacto. Se o dipolo ndo conseguir se realinhar em tempo suficiente
(irradiacdo de alta frequéncia) ou se reorientar rapidamente (irradiacdo de baixa
frequéncia) em relacdo ao campo eletromagnético aplicado, ndo ocorrera
aquecimento (KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009).

Em relacdo ao mecanismo de condugéo ibnica, a propagacao do
campo elétrico faz com que as espécies carregadas (ions livres) se movam
constantemente em dire¢cdes opostas (Figura 6), o que resulta em um aumento da
temperatura devido a friccao e colisdo das moléculas (SOUSA FILHO, SERRA, 2015).
Este mecanismo depende do tamanho, carga, condutividade dos ions dissolvidos e
da interagcdo destes com o solvente (SANSEVERINO, 2002). Segundo Kappe,
Dallinger e Murphree (2009), em capacidade de geracdo de calor, o mecanismo de

conducéao ibnica tem um efeito mais pronunciado que o mecanismo de rotacao dipolar.

Figura 6-Mecanismo de aquecimento por conduc¢ao idnica.
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Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).
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Segundo Sanseverino (2002), nos equipamentos de micro-ondas o
campo elétrico é geralmente aplicado na frequéncia de 2,45 GHz e oscila 4,9 x10°
vezes por segundo. Nesta frequéncia, o Unico parametro capaz de influenciar as
propriedades dielétricas do material, € a temperatura do sistema. O aumento da
temperatura durante o aquecimento faz com que a viscosidade do solvente diminua,
0 que resulta na diminuicdo do tempo de relaxacdo dos dipolos (FORTUNY et al.
2008).

Embora a radiacéo por micro-ondas possa provocar mecanismos de
aquecimento diferentes, a distribuicdo de calor depende das propriedades dielétricas
do material (CHANDRASEKARAN, RAMANATHAN, BASAK, 2013). A energia de
micro-ondas que é transferida para as moléculas de um material € absorvida em
velocidades diferentes, que dependem da frequéncia da radiacdo, temperatura e do
fator de dissipagéo (tan d). O fator de dissipacdo mensura a capacidade que uma
amostra tem de converter a radiagcdo eletromagnética em calor. Este fator € dado pela
razdo entre perda dielétrica e a constante dielétrica de um material (Equacéo 1)
(SANSEVERINO, 2002).

4

tand == Eq.1

A perda dielétrica (€'') mede a eficiéncia da conversdo da energia
eletromagnética em calor e a constante dielétrica € uma medida que indica a
polaridade do material (€'). Esses parametros sao intrinsecos do material, mas em
geral os solventes podem ser classificados como de alta (tan & > 0,5), média (tan d
entre 0,1 e 0,5) e baixa (tan & < 0,1) capacidade absorgédo de energia. Quanto maior
o fator de dissipacdo, maior sera a absorcdo de energia e mais a substancia sera
aguecida. Geralmente, solventes com maior polaridade (etanol, dgua, metanol)
absorvem mais energia que os menos polares (hexano, tolueno) ou com momento de
dipolo nulo (CCls, CO2) (SANSEVERINO, 2002; KAPPE, DALLINGER, MURPHREE,
2009).

O aquecimento dielétrico se comporta diferente do convencional
(Figura 7), no qual calor é transferido primeiro para o recipiente para posteriormente
alcancar o material, ou seja, a transferéncia acontece por meio de conducao, seguida

de irradiacdo e conveccdo. O método convencional € mais lento e menos eficiente, ja
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que a transferéncia de energia depende das correntes de convecgdo e da
condutividade térmica do meio, resultando em temperaturas do recipiente superiores
a do material (SANSEVERINO, 2002). Essa diferenca de temperatura faz com que o
equilibrio térmico demore muito tempo para ser atingido, o que dificulta o controle da
reacdo quimica (HAYES, 2002; KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009). No
aquecimento convencional, em recipiente hermético, a temperatura deve ser mantida
de 10 a 30 °C acima do ponto de ebulicdo do solvente, para aumentar a eficiéncia do
processo reacional, porém o sobre-aquecimento favorece a formacao de produtos de
degradacédo (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009).

Figura 7- Esquema de transferéncia de calor nos sistemas de aquecimento

convencional e aquecimento por micro-ondas.

Aquecimento Acquecimento por
convencional micro-ondas
Fonte de calor
Calar
Fonte de Fonte
calar de calar
Frio

SEAE

Fonte de calar
Fonte: Bhattacharya, Basak (2016).

No aquecimento dielétrico (Figura 7), as moléculas do material
reagem diretamente a energia de micro-ondas. Nao ocorre transferéncia de calor, mas
transferéncia de energia eletromagnética que é convertida em energia térmica
(KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009; THOSTENSON, CHOU, 1999). Como a
radiacdo passa através das paredes do recipiente, o calor é distribuido promovendo
aguecimento rapido e uniforme até em materiais de maior espessura. Para a
passagem da radiacdo, o material do frasco utilizado deve permitir a passagem das
micro-ondas, como quartzo ou teflon (KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009;
THOSTENSON, CHOU, 1999; CHANDRASEKARAN, RAMANATHAN, BASAK,
2013).



34

Sanseverino (2002), em reviséo sobre a utilizacdo das micro-ondas,
lista uma série de vantagens do uso do micro-ondas, entre elas: taxas de aquecimento
de um solvente ou reagente que absorva mais energia de micro-ondas sao maiores
gue no aquecimento convencional; uso de materiais transparentes nos reatores
proporciona absor¢cdo da energia apenas pelos reagentes/solventes ou até
seletivamente por um dos constituintes; energia é transferida diretamente para a
amostra, ndo havendo contato fisico com a fonte de aquecimento; e ha maior
rendimento e seletividade e menor decomposicdo térmica para varias reacodes

organicas em sistemas homogéneos e heterogéneos.
3.3.2 Aplicacbes das micro-ondas

Na otimizac&o de processamentos por micro-ondas parametros como
volume do solvente extrator, temperatura, tempo e poténcia do equipamento, além
das caracteristicas da matriz devem ser consideradas. Os bindémios
tempo/temperatura e tempo/poténcia sdo os mais estudados (SANSEVERINO, 2002;
TSUKUI et al., 2014; TAGHVAEI et al., 2014). A maior parte dos estudos na literatura
foca no uso de micro-ondas para processos de extragcdo, mas os fendmenos
envolvidos sdo similares aos observados para promover reacdes.

O bindbmio tempo/temperatura e a proporc¢éao solido/liquido (massa de
abobora/ agua) foram estudados por Kostalova, Aguedo e Hromadkova (2016) na
extracao por micro-ondas de pectina em residuos da abébora. Em temperaturas mais
elevadas e maiores proporcdes e tempo, ocorreu a diminuicdo da viscosidade do
solvente que conseguiu penetrar nos tecidos da amostra e consequentemente extrair
mais pectina.

Zhang, Yang e Liu (2008) observaram que maiores concentracdes de
acidos clorogénicos, grupo de compostos também presentes em café, foram extraidas
em menores proporcdes de Lonicera japonica pelo solvente (etanol/agua), indicando
que maiores propor¢gdes nem sempre S80 necessarias para se obter eficiéncia de
extracdo. Segundo os autores, em maiores proporcdes a energia das micro-ondas foi
absorvida, porém dispersa no material. O efeito do bindmio tempo/temperatura
também foi investigado. Teores mais elevados de acidos clorogénicos foram obtidos
em temperaturas mais elevadas (60 e 80 °C) até 5 min de extracéo e apos este tempo,

atingiu-se o equilibrio da concentragdo, demonstrando a eficiéncia do micro-ondas na
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extragcao rapida dos acidos. Maiores rendimentos na extragdo por micro-ondas estao
associados ao fato da radiacéo acelerar a ruptura celular por aumento da temperatura
e aumento subito de presséo no interior das células do material.

Uquiche, Jeréz e Ortiz (2008) avaliaram o uso de micro-ondas em pré-
tratamento para extracéo do 6leo de avelds estudando o binbmio tempo/poténcia (120,
180 e 240 s em 400 e 600 W). Nas condi¢des 240 s e 400 W houve aumento de 45 %
do rendimento do 6leo em relacdo ao controle (sem irradiacdo). Também se observou
que airradiacdo por micro-ondas teve um efeito positivo sobre a estabilidade oxidativa
do dleo.

Upadhyay, Ramalakshmi e Rao (2012) avaliaram as condi¢cdes de
extracdo de acido clorogénico e cafeina em café verde. Em 5 min a 50 °C e 800 W,
foi obtido o maior teor de &cidos clorogénicos e cafeina em comparacao a extracdo
por refluxo.

Maior eficiéncia na extracdo por micro-ondas em relagdo aos métodos
convencionais também foram reportadas na extracdo de 6leo essencial de orégano
(BAYRAMOGLU, SAHIN, SUMNU, 2008), 6leo de soja e algas (CRAVOTTO et al.,
2008), 6leo da semente de algoddo (TAGHVAEI et al., 2014) e producao de biodiesel
a partir do 6leo de Jatropha curcas L. (TIPPAYAWONG, SITTISUM, 2012).

Embora o rapido aquecimento seja mencionado como uma das
vantagens da radiacdo por micro-ondas em relacdo ao aguecimento convencional, ha
uma certa preocupacdo com a aplicacdo da radiacdo em amostras que contenham
compostos termo sensiveis (SPIGNO, FAVERI, 2009; TSUKUI, REZENDE, 2014).

Proestos e Komait (2008), analisando o efeito da energia do micro-
ondas na extracdo de compostos fendlicos em diferentes ervas, relataram maior
extracdo empregando metanol, comparativamente a agua. Segundo os autores,
embora a dgua tenha fator de dissipacdo médio (0,123) a taxa a que absorve a energia
de micro-ondas é maior do que a velocidade que o sistema pode dissipar o calor, 0
que pode ter ocasionado o efeito de sobreaquecimento e a degradacdo dos
compostos fendlicos.

Segundo Hayes (2002), a irradiacdo por micro-ondas é bastante util
na hidrélise de ésteres, amidas e peptidios. Carro et al. (2002), utilizaram com sucesso
0 micro-ondas para extracéo e saponificacédo de pesticidas organoclorados em ostras,
observando-se reducéo no volume de solvente e no tempo em relagdo ao método de

Soxhlet e maior recuperacéo para alguns compostos (trans-nonachlo e aldrina).
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Oigman et al. (2012) compararam a reac¢do de metanolise assistida
por micro-ondas em gréos verde de C. arabica ao método convencional (aquecimento
sob refluxo 2 h a 90 °C). O rendimento da reacdo de metandlise apés 3 min de
irradiacdo das micro-ondas a 100 °C foi de 99%, enquanto no convencional foi de
26%. Maiores teores de diterpenos foram reportados para o0 método por micro-ondas
(9,2 £ 0,1 g kg?) do que para o de aquecimento sob refluxo (2,3 g kg'), sendo ainda
relatado que na irradiacdo de micro-ondas ndo houve o desenvolvimento de produtos
indesejados.

Em estudo posterior, Tsukui et al. (2014) reportaram a utilizacao das
micro-ondas na extracado prévia de lipidios de grdo verde de café, seguida da
metanodlise também em micro-ondas. No 6leo extraido por micro-ondas (10 minutos a
45 °C), o teor de diterpenos obtido foi de seis vezes maior que o obtido apds 4 horas
de extracao por Soxhlet.

A fim de obter um método mais rapido, eficiente e preciso para
extracdo simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol em camardes, Souza, Mariutti
e Bragagnolo (2016) investigaram o efeito de agquecimento por micro-ondas na reacao
de saponificacdo. A melhor condi¢cdo de saponificagédo foi obtida na concentracéo de
1,0 mol Lt e 20 mL KOH, 45° C durante 16 min, a qual representou uma reducéo de
tempo de 75 vezes, quando comparado com o método de saponificacéo a frio. Embora
produtos de oxidac¢do nao tenham sido observados na reacdo de saponificacdo em
micro-ondas, verificou-se uma tendéncia na reducdo no teor de 6xidos quando a

amostra foi submetida a maiores tempos de radiagéo.

3.4 EXTRACAO POR ULTRASSOM

As técnicas de extracdo por ultrassom sdo amplamente utilizadas
para o isolamento de compostos bioativos de fontes naturais (CRAVOTTO et al.,
2008). O mecanismo de extracao por ultrassom é atribuido as forcas mecanicas e de
cavitagcdo causadas pelas ondas ultrass6nicas do equipamento (EL- ASBAHANI et al.,
2015). Enquanto nos métodos classicos, a extracdo dos componentes depende da
escolha correta do solvente e da utilizagdo de calor e/ou agitagéo, o ultrassom gera
fendmenos fisicos e quimicos, que geram calor e aceleram a taxa de transferéncia de

massa. Estes fendmenos perturbam as paredes celulares da matriz e facilitam a
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penetracdo do solvente extraindo os compostos (MANSON, PANIWNYK, LORIMER,
1996; CHEMAT, E-HUMA, KHAN, 2011).

O interesse na aplicacdo de equipamentos de ultrassom na extracao
de diversos compostos tem aumentado devido as varias vantagens associadas ao
uso. O aumento da taxa de extracéo, reducao do tempo de extragao e a economia de
energia, solvente e amostra, fazem com que o ultrassom seja considerado uma
alternativa econdémica, simples, rapida e eficaz em relacdo as técnicas de extracao
convencionais (AWAD et al., 2012; TIWARI, 2015).

3.4.1 Principios Teoricos

O ultrassom é definido como ondas mecéanicas que possuem uma
faixa de frequéncia entre 20 kHz até 100 MHz (MASON, 1997). Devido a essa ampla
faixa de frequéncia, o ultrassom pode ser classificado como de alta ou baixa
capacidade de sonicacédo (TIWARI, 2015). No primeiro grupo sdo caracteristicas a
baixa intensidade (<1 W cm) em frequéncias superiores a 100 kHz, enquanto, no
segundo, tém-se alta intensidade (10-1000 W cm?) em frequéncias entre 20 e 500
kHz (AWAD et al., 2012; TIWARI, 2015).

Os efeitos fisicos, mecanicos e quimicos do ultrassom estao
associados a capacidade de sonicacdo. Na indastria de alimentos, o ultrassom de
baixa capacidade € utilizado, como técnica ndo-destrutiva, na garantia da qualidade,
controle de processo, ou na caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas dos
alimentos, como, por exemplo, firmeza em frutos e qualidade de 6leos. O ultrassom
de alta capacidade de sonicacdo € aplicado em processos de extracdo e
processamento, pois produz efeitos de perturbacdo e induz a mudancas fisicas e
quimicas nos alimentos (VILLAMIEL, SORIA, 2010; AWAD et al., 2012; PICO, 2013).

A energia ultrassonica é afetada pelos parametros de intensidade,
velocidade da onda ultrass6nica e da temperatura do meio (PATIST, BATES, 2008).

Segundo Knight (2009), a intensidade de uma onda é proporcional a
taxa pela qual a energia é transferida através do meio, e como a energia oscilatoria
do meio é proporcional ao quadrado da amplitude de oscilacéo, a intensidade de uma
onda é proporcional ao quadrado de sua amplitude. Assim, um ultrassom de baixa
intensidade apresentara baixas amplitudes, enquanto o de alta intensidade

apresentara altas amplitudes.
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As ondas ultrassonicas, quando propagadas em um meio liquido
geram, o efeito chamado presséo acustica (Pa). Por ser uma onda senoidal, a pressao
acustica dependente do tempo (t), de frequéncia (f) e da presséo de amplitude maxima
da onda (Pamax), definida pela Equacgéao 2 (PATIST, BATES, 2008).

P, = Py max-sen(2mft) Eq.2

A pressdo de amplitude maxima da onda (Pamax), € diretamente
proporcional a energia transmitida pelo transdutor. Em baixas intensidades, a onda
ultrass6nica causa o fendbmeno de streaming de acustico, referente ao movimento e
mistura dentro de um fluido sem a formacao de bolhas. Em intensidades mais altas
ocorre o fenbmeno de cavitacdo acustica, devido a geragdo, crescimento e colapso
de bolhas, que provocam a liberacao de altas energias (PATIST, BATES, 2008; AWAD
et al., 2012).

O efeito de cavitacdo consiste na formacgéo de ciclos de compressao
e de rarefacdo. Durante a emissdo das ondas, as moléculas presentes num meio
liquido transmitem umas as outras 0os movimentos, porém, conforme os ciclos de
compressdo ocorrem, as moléculas sdo afastadas do estagio de rarefacdo, criando
pequenas bolhas de ar (Figura 8) que crescem devido a intensidade dos movimentos.
Com os estagios de compressado seguintes, ha a formagédo de um campo ultrassénico
nao estavel, devido a interferéncia de outras bolhas que se formam e da ressonancia
gerada em torno delas. Com isto, as bolhas colapsam ou implodem no liquido,
gerando energia quimica e efeito mecanico (MASON, 1997; LUQUE DE CASTRO,
PRIEGO-CAPOTE, 2007; TIWARI, 2015). As bolhas formadas podem colapsar
rapidamente, em menos de um ciclo, ou resistem a mais ciclos de compressao e
rarefacdo (TIWARI, 2015). O colapso das bolhas de cavitacao gera micro jatos de ar
e ondas de choque. Em contato com uma amostra sélida, os micro jatos causam
erosdo na superficie da amostra e fragmentacdo, com o consequente aumento da
transferéncia de massa e extracdo (MANSON, LORIMER, 2002).
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Figura 8- Propagacédo da onda ultrassénica em meio liquido: formacéo e colapso da
bolha de cavitacéo.
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Fonte: Villamiel, Soria (2010).

As mudancas de temperatura e pressao durante a implosdo das
bolhas sdo parametros dificeis de mensurar experimentalmente, pois ocorrem em
pequena escala. A temperatura de implosao no interior da cavidade é cerca de 5500
°C, enquanto que ao redor da cavidade € cerca de 2100 °C. A pressao € estimada em
torno de 500 atm (TIWARI, 2015).

O efeito das ondas ultrassbnicas no fendmeno de cavitagdo depende
além dos parametros ja citados, da temperatura, das propriedades da matriz, como
viscosidade e tenséo superficial, e do tipo de reator (banho ou probe) (MANSON,
LORIMER, 2002; TIWARI, 2015).

A temperatura afeta a pressdo de vapor, a tensdo superficial e a
viscosidade do liquido. Em temperaturas mais elevadas ocorre o aumento das bolhas
de cavitacdo, porém o efeito deste fendmeno € inibido pela pressao de vapor formada,
gue bloqueia o colapso. Em baixas temperaturas, a pressao de vapor do solvente é
menor, permitindo que as bolhas de cavitacdo colapsem violentamente (SHAH,
PANDIT, MOHOLKAR, 1999; PATIST, BATES, 2008). Em solventes mais viscosos ou
com maior tenséo superficial, ocorre a reducdo da formagéo das bolhas de cavitacao,
devido as forcas de coesao do liquido serem maiores. Para promover a cavitagdo do
liguido, a amplitude da onda deve ser elevada, com isto ocorre o aumento das

vibracbes mecanicas, da temperatura e da pressao de implosdo (PATIST, BATES,
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2008; SANTOS, LODEIRO, CAPELO, 2009; SHIRSATH, SONAWANE, GOGATE
2012).

Segundo Manson e Lorimer (2002) e Patist e Bates (2008), existe um
limiar de temperatura para que haja efeito de cavitacdo. Esse limiar deve garantir que
a viscosidade do liquido esteja baixa o suficiente para formar e colapsar as bolhas de
cavitagcdo e que, a0 mesmo tempo, evite o efeito de amortecimento da presséo de
vapor sob as bolhas.

Em sua revisdo, Tiwari (2015) relata que o tipo e a posicdo do
transdutor no equipamento afetam o desempenho do ultrassom, uma vez que este
transforma a energia elétrica em energia sonora (PICO, 2013). Em geral, os
transdutores sdo formados por materiais piezoelétricos (BaTiOs, PbNb20s) (MASON,
1997; TIWARI, 2015).

Nos banhos ultrassonicos, aparelhos mais simples e baratos, os
transdutores ndo estdo em contato direto com a amostra, ocorrendo, assim, perdas
significativas de energia acuUstica nas profundidades e aos arredores do banho.
Comumente sao utilizados para dispersdo solida em solvente com melhora a
solubilidade, para degaseificacao ou limpeza de material (CHEMAT, E-HUMA, KHAN,
2011).Em alimentos, € relatado o uso de banhos ultrassbnicos na extracdo de
diferentes compostos, como polifendis, rutina, quercetina, e isoflavonas, em diversas
matrizes (GHAFOOR et al., 2009; SHIRSATH, SONAWANE, GOGATE 2012; SALIM,
SAMLI, 2013).

Nos probes (Figura 9), a energia fornecida a amostra é cerca de 100
vezes maior do que a fornecida por um banho ultrassénico (SANTOS, CAPELO, 2007;
SANTOS, LODEIRO, CAPELO, 2009). Como os transdutores estdo em contato direto
com a amostra, as perdas de energia acustica sdo minimas e, na presenca de um
solvente adequado, a eficiéncia da extracdo pode ser aumentada (CHEMAT, E-
HUMA, KHAN, 2011).
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Figura 9- Sistema de extracao assistida por ultrassom utilizando probe como fonte de

propagacao.
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Fonte: Tiwari (2015).

Dentre os diversos fatores que devem ser considerados para extracao
utilizando probes, a temperatura é o fator a ser controlado. A medida que as ondas
ultrassonicas séo fornecidas para a amostra, ocorre um aumento lento, mas constante
de temperatura no probe, ao atingir um ponto em que comegam a ocorrer mudangas
fisicas, como a fragmentacdo do probe, o que inviabiliza o seu uso (SANTOS,
CAPELO, 2007). Probes de alta intensidade sao capazes de elevar a temperatura do
meio (amostra, solvente) em até 85 °C acima da temperatura determinada, o que pode
ocasionar a degradacao de compostos termo sensiveis (TIWARI, 2015).

Na maioria dos equipamentos sonicadores, a eficacia da sonicagao é
medida através da intensidade de cavitacdo e ndo da energia aplicada ao sistema.
Assim, a amplitude é o parametro fornecido, mantido e monitorado pelo equipamento.
Para isto, uma rede de sensores monitora continuamente a saida de energia, e ajusta

automaticamente a poténcia para manter a amplitude ao nivel pré-selecionado.
3.4.2 Ultrassom em Processos de Extracao

Diversas pesquisas tém sido realizadas para avaliar o efeito do
ultrassom em processos de extracdo de diferentes compostos, principalmente em
matrizes de origem vegetal, como 0leos essenciais, compostos aromaticos, proteinas,
pigmentos, compostos fendlicos, entre outros (SHIRSATH, SONAWANE, GOGATE
2012; TIWARI, 2015). Entretanto, ndo ha relatos na literatura do uso de ultrassom para

extracdo de diterpenos em café. Os poucos estudos com ultrassom estao
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relacionados com a obtencdo do 6leo de café para posterior producdo de biodiesel.
Na Tabela 1 estao dispostas algumas aplicagdes do ultrassom em diferentes matrizes.

Rocha et al. (2014) avaliaram a capacidade do banho ultrassénico na
extracdo de 6leo de borra de café para a producao de biodiesel e determinaram como
melhor condicdo de extracéo (12% de rendimento) o emprego de 60 °C, frequéncia de
40 kHz e proporc¢dao solido/liquido de 4 g de borra de café para 4 mL de hexano.

Os efeitos do ultrassom nas caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de
perilla foram investigados por Li et al. (2015). Observou-se o rendimento de extragao
do 6leo de 36 % sob as condi¢des de 41 °C, 17 min e proporcédo de 7:1 (liquido/sélido).
Em comparacdo com outros métodos, o ultrassom reduziu o tempo de extracdo e
volume de solvente. Comportamento semelhante foi reportado por Goula (2013) para
0leo de semente de roma, e por Heleno et al. (2016) para ergosterol em cogumelos
(A. bisporus L).

Da Porto, Porreto e Decorti (2013), trabalhando com extracédo do 6leo
de uva, verificaram eficiéncia similar no tratamento por ultrassom por 30 min em

comparacao com Soxhlet (6 horas).
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Co;ft?is;to/ Condicdes operacionais Resultado/ observacdes Referencia
e EAU extraiu mais compostos fenélicos em menor tempo (30 min)

Composto  eProbe de 7 mm de didmetro, poténcia 40 W, do que a extracao sélido/liquido convencional (15 horas); Chung et al
fendlicos em  amplitude 20% +O teor de compostos fendlicos extraidos por EAU foi 54 a 139% (2(?10) '
gréos de soja eTempo de extragdo: 3 min maior do que obtido na extracdo convencional (sélido/liquido —

agitacdo mecanica) e 57% maior que extracao por Soxhlet.
Isoflavonas eProbe de 2 mm de didmetro, poténcia de 200 W e oA extracdo por ultrassom foi eficiente mas mostrou-se Rostaano
em ardos de frequéncia de 24 kHz. dependente do tipo de solvente Palmga '
gra e Temperatura de extragdo: 60 °C eEAU extraiu maior quantidade de isoflavonas (15%) em relacéo y
soja - : , o - Barroso, (2013)
eTempo de extracdo: 10 min ao metodo de agitagdo mecanica.

Compostos eProbe 21,4 mm de didmetro, intensidade de 22,9 'A”f.“ef“o do teor de compostos fenghcos tqta|s € capacu_jade .

. 5 A antioxidante (ABTS e FRAP) em relacio ao método convencional Gonzalez-
fendlicosdo  W/cm?, frequéncia de 55 + 5 kHz «EAU reduziu o t ¢ twura d trach ) Centeno et al

bagaco de e Temperatura de extracio: 50 °C reduziu olr?mpo e temperatura de extragéo e proporcu')nouI i .

uva « Tempo de extracdo: 1 h, pulsos de 0,5 s extrato§ semel antes aos obtidos por extracdo convencional ( )
T e (agitagdo mecanica).
¢ Probe 25 mm diametro, intensidade de 2,56 W/cm? » EAU proporcionou maior rendimento de pectina (>16%) com

Pectina da (eg*. poténcia de 70 W), frequéncia de 20 kHz temperatura mais baixa e tempo de extragdo mais curto (<38%)

- ~ . . Wang et al.

cascade eTemperatura de extracdo: 66 °C em relagdo ao método convencional. (2015)

toranja e Tempo de extracdo: 28 min (pulsado 10 son: 50 s  » Observadas alteragbes de cor, microestrutura, propriedades
off). fisico-quimicas na extra¢do por EAU.
e Maiores quantidades d6leo (>77,5%) foram extraidas em
amplitude ao nivel de 50% e em amplitudes ao nivel de 25%
) eProbe 10 mm de didmetro, amplitude 25 e 50%, (>66,3%);
Oleo de poténcia 100 W, frequéncia 30 kHz. ¢ Oleo extraido com ultrassom demonstrou niveis mais elevados  Hashemi et al.
pistache eTemperatura de extracdo: 30, 40 e 50 °C de tocoferol e tocotrienol. (2015)

eTempo de extracdo: pulsos 10 s on: 5 s off.

e A composicdo de acidos graxos e o processo de oxidacdo ndo
foram afetados de forma significativa pela aplicacdo do
ultrassom.

EAU: Extracdo Assistida por Ultrassom; *eq.=equivalente
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Segundo Tiwari (2015), o objetivo principal de um processo de
extracdo € maximizar o rendimento do composto de interesse, com 0 minimo impacto
possivel sobre suas propriedades. Nas condicdes operacionais geralmente
empregadas, a extracdo por ultrassom ndo causa alteracbes significativas nas
propriedades estruturais e funcionais da maioria dos compostos bioativos
(VILLAMIEL, SORIA, 2010). No entanto, é importante que as condigdes operacionais
(tempo, temperatura, amplitude) sejam otimizadas, principalmente para analitos
termos sensiveis.

Ma et al. (2008) observaram degradacao de alguns compostos nos
extratos da casca de tangerina (Citrus unshiu Marc.) apds a extracdo em banho
ultrassoénico (40 °C por 20 min). Houve perda significativa de &cido caféico e reducao
dos teores dos acidos sinapico, p-cumarico e ferulico.

Outro fatores que afetam diretamente o fendmeno de cavitagéo, ou
seja, as fases de nucleacao, crescimento e colapso das bolhas, é a intensidade da
onda ultrassénica (GUO et al., 2014).

Goula (2013), utilizando probe de 13 mm a 130 W e 20 kHz, estudou
varios niveis de amplitude (20, 30, 40, 50 e 60%) e diferentes tempos na extracao (10
a 40 min) do 6leo de semente de roma. Os maiores rendimentos foram obtidos com o
aumento da amplitude, mas o rendimento de extracdo também aumentou
proporcionalmente com o tempo, especialmente na faixa de 2 a 20 min, estabilizando
na faixa de 20 a 40 min. Os autores atribuiram esse comportamento ao fato da
extracao apresentar duas fases: a primeira caracterizada pela penetracao do solvente
na estrutura celular seguida pela dissolucdo dos componentes sollveis, enquanto a
segunda envolve a difusdo dos componentes soluveis pela estrutura porosa do solidos
residuais e sua transferéncia para o solvente em contato.

Li, Pordesimo e Weiss (2004), estudando a influéncia de diferentes
niveis de intensidade no rendimento de 6leo de soja, verificaram que em maiores
intensidades (47, 6 W cm?), o rendimento da extracdo foi superior.

Ressalta-se que o uso de amplitudes mais elevadas nem sempre
resulta em extracbes eficientes (SANTOS, CAPELO, 2007). Os estudos de
Hernandez-Santos et al. (2016) demostraram que, na faixa de amplitude (25-100%) e
tempo de extracdo (5-30 min) estudados, a maior eficiéncia de extracdo do Oleo de

semente de abdbora foi obtida na amplitude 62,5% durante 5 min.
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Segundo Awad et al. (2012), o aumento no rendimento de extragao
utilizando ultrassom pode ser relacionado aos efeitos provocados pela aplicacao de
ondas ultrassbnicas de alta intensidade, que faz com que haja compressao e
cisalhamento das moléculas do solvente com amostra.

Os efeitos fisicos das bolhas de cavitagdo foram observados por
Zhang et al. (2014) na extracdo por banho ultrassénico dos &cidos oleandlico e
ursolico da flor de roma, através de microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Segundos os autores 0s danos causados pela extracdo por sonicacao a superficie
celular, aumentou a area interfacial entre o solvente e a amostra, fazendo com que o
solvente conseguisse penetrar, solubilizar e extrair mais facilmente os compostos.
Comportamento similar foi verificado por Zhang et al. (2008) na extracdo de 6leo de
linhaca por sonicacao.

Abdullah e Koc (2013) observaram que apoés a sonicagdo com probe
ultrassénico (1,92 cm de diametro), a borra de café ficou mais lisa e uniforme e houve
diminuicdo do tamanho das particulas, o que ocasionou maiores rendimentos de 6leo
de café (98%).
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SAPONIFICACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS NA EXTRACAO DE
DITERPENOS EM CAFE ARABICA TORRADO

RESUMO

A extracdo de caveol e cafestol, diterpenos especificos do café, envolve reacdes de
saponificacdo. Esta etapa é determinante para a qualidade da extracdo porque,
durante a hidrdlise, os diterpenos ficam suscetiveis a mudancas estruturais. A
saponificagdo assistida por irradiagdo de micro-ondas tem sido empregada com
sucesso para diferentes matrizes, mas o0 uso para diterpenos ndo € reportado. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da saponificagdo em reator de micro-ondas na
extracdo de diterpenos em café torrado. Empregou-se planejamento fatorial 32
variando-se temperatura (70, 80 e 90°C) e tempo (4, 8, 12 min) de processo. A
quantificacdo dos diterpenos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
e os resultados foram comparados com os obtidos por método de referéncia, que
utiliza saponificagdo em banho. A temperatura e o tempo de processo tiveram efeito
significativo (p<0,05) sobre o teor de diterpenos, sendo recomendada para
saponificagdo conjunta de caveol e cafestol a reacdo a 80°C durante 12 min.
Comparativamente a saponificacdo em banho, o uso de micro-ondas apresentou
rendimentos para caveol (24%) e cafestol (35%) menores, mas permitiu reducao
expressiva do tempo de reacéo (80% comparado ao método de referéncia), com bom
controle das condi¢des de processo, e possibilidade de ampliacdo de escala.

Palavras chaves: caveol, cafestol, reator de micro-ondas, Coffea arabica.

1. INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais populares do mundo e a producéo e
comercializacao do gréao representa uma atividade econémica importante para muitos
paises, incluindo o Brasil, o qual é o maior produtor mundial de café e o segundo maior
consumidor (ICO, 2017). As espécies de café mais importantes comercialmente sao
o Coffea canephora e o Coffea arabica L. No Brasil, o café ardbica representa 80% da
producéo total de café (CONAB, 2017).

Os lipidios sdo um dos principais componentes do café e estao
relacionados com a qualidade e as propriedades funcionais da bebida (HIGDON,
FREI, 2006; BUTT,SULTAN, 2011;TOCI et al., 2013). Beneficios a salde decorrentes
do consumo moderado de café, como a reducao da incidéncia de doencas crbnico-
degenerativas, tém sido reportados, assim como a correlacdo do consumo da bebida
com a reducao da taxa de mortalidade (FREEDMAN et al., 2012; DING et al., 2015).
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A fracao lipidica do café € composta principalmente por triacilgliceréis,
esterdis e quantidades significativas de diterpenos da familia caurano. O caveol e
cafestol, principais representantes dos diterpenos no café, correspondem a 20% dos
lipidios no gréo e podem ser encontrados forma livre ou esterificados com diferentes
acidos graxos, sendo a segunda a mais abundante (PETTIT, 1987; SPEER,;
KOLLING-SPEER, 2006; GEORGE, RAMALAKSHMI, RAO, 2008).

Diterpenos tém sido citados como bioativos de interesse pela
reconhecida capacidade antioxidante, e propriedades anticarcinogénicas e anti-
inflamatérias (CAVIN et al., 2002; CROZIER et al., 2014; GAASCHT, DICATO,
DIEDERICH, 2015). Considerando a dificuldade de sintese desses compostos, a
restrita disponibilidade de compra e o alto preco dos padrdes comerciais, a extracao
de diterpenos a partir de café torrado € uma opcéo valida (GUERCIA et al., 2016).

Como a maior propor¢do dos diterpenos em café esta na forma
esterificada, para a extracdo do caveol e cafestol € necessario que ocorra uma etapa
de hidrdlise, como saponificacdo ou metandlise para a obtencéo dos diterpenos livres
(OIGMAN et al.,, 2012; BENASSI, DIAS, 2015). Caveol e cafestol apresentam
sensibilidade a acidos, bases e oxidantes, que esta relacionada a presenca do anel
furano (BENGIS, ANDERSON, 1932; COREY et al., 1987). O controle da etapa de
saponificacdo é muito importante, uma vez que durante a hidrélise os compostos ficam
susceptiveis a mudancas na estrutura (SPEER, KOLLINGSPEER, 2006; TSUKUI et
al., 2014), assim, condicGes de estresse como variacdes de temperatura devem ser
evitadas (OIGMAN et al., 2012).

A literatura reporta duas abordagens para separagédo de diterpenos
em café: extracdo prévia dos lipidios seguida de saponificacdo (PETITT, 1987,
KOLLING-SPEER, STROHSCHNEIDER, SPEER, 1999; SCHARNHOP,
WINTERHALTER, 2009; ZHANG, LINFORTH, FISK, 2012) ou metandlise (OIGMAN,
et al.,, 2012; TSUKUI et al.,, 2014), com posterior separacdo dos compostos ou
saponificacdo direta seguida de separacdo com solvente organico (URGERT et al.,
1995; ROSS et al., 1997; DIAS et al., 2010; ACEVEDO et al., 2013; DIAS et al., 2013;
BARBOSA et al.,2014; MORI et al., 2016). Dias et al. (2013), estudando extracéo de
diterpenos de café, reportaram uma maior eficiéncia da saponificagdo a quente (em
banho a 80 °C, 1 h) comparativamente a saponificacdo a frio e a extragdo (Soxhlet ou

Bligh & Dyer) seguida de saponificagdo a quente.
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O emprego de aguecimento em banho apresenta limitagcbes quando
se considera o interesse em adaptar procedimentos de um método analitico (DIAS et
al., 2010) para uma extracdo em maior escala com posterior isolamento de compostos
de interesse. Nos métodos que utilizam saponificacédo, o tempo da reacédo varia de 1
a 4 h, o que torna o processo exaustivo e limitado. Uma ampliagdo da proporcéo
(amostra/solvente) aumentaria ainda mais o tempo da reagdo de saponificacdo e
restringiria a utilizacdo do aquecimento convencional, devido as zonas irregulares de
aguecimento que sdo formadas durante a transferéncia de calor por conducédo e
conveccao (BHATTACHARYA, BASAK, 2016).

Como alternativa aos métodos convencionais, a utilizacdo do
aguecimento por irradiacdo de micro-ondas tem se mostrado uma técnica promissora
gue pode ser utilizada para a extracdo de diferentes compostos (XIAO et al., 2012;
UPADHYAY, RAMALAKSHMI, RAO, 2012; WANG, DING, REN, 2016). Entre as
vantagens do uso de micro-ondas na promocao de rea¢fes quimicas em relacdo ao
aguecimento convencional destacam-se a reducdo no tempo e aumento da taxa de
reacdo, aumento do rendimento e da seletividade e menor consumo de energia,
permitindo realizar transformacdes mais seguras, com menor producédo de residuos e
em um maior numero de amostras (SA et al., 2010; ZHOU et al., 2016).

N&o ha informacgdes na literatura sobre o uso da energia de micro-
ondas para promover a reacdo de saponificacdo em diterpenos. Assim, este trabalho
teve como objetivo estudar os efeitos dos parametros de tempo e temperatura na
saponificacdo assistida por micro-ondas para extracdo de caveol e cafestol em café
torrado. A eficiéncia do processo de saponificacdo em micro-ondas foi verificada
através do teor de caveol e cafestol extraido. Apés a definicdo da melhor condicao de
processo, os resultados foram comparados aos obtidos utilizando como referéncia o

método de saponificacdo em banho térmico (DIAS et al., 2010).

2. MATERIAL E METODOS

A proposta de metodologia de saponificacdo em micro-ondas foi
baseada e adaptada do método estabelecido por Dias et al. (2010), que consiste na
saponificacdo direta a quente da fracdo lipidica do café em banho a 80 °C por 1h,
seguida da separacao da matéria insaponificavel e quantificacdo dos diterpenos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2.1 REAGENTES E PADROES

Para a etapa de saponificagéo utilizou-se hidréxido de potassio (KOH)
85 % (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e etanol P.A. (Impex, Varginha, Minas
Gerais, Brasil). Para a separacdo dos compostos e analise cromatografica foram
empregados terc-butil metil éter 99,5% (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha),
acetonitrila grau HPLC (Panreac, Barcelona, Espanha), padrées analiticos de caveol
e cafestol (Axxora, San Diego, EUA) certificados pela Alexis Biochemicals (Lausen,

Suica) e agua purificada (Sistema de purificacdo Milli-Q®, Millipore, Billerica, EUA).

2.2 MATERIAL

Utilizou-se café arabica torrado comercial, em grao (Spresso Melitta,
Avaré, Sao Paulo). A amostra foi caracterizada quanto a granulometria e umidade. O
café foi moido em moedor (moinho Krups GVX 2, China) até a granulometria de 16
mesh. A umidade (4,95 g 100g) foi determinada em equipamento de infravermelho
(OHAUS, Parsippany, EUA) a 105 °C durante 7 min (DIAS et al., 2010) e o resultado

obtido foi utilizado para os célculos do teor de caveol e cafestol em base seca.

2.3 METODOS
2.3.1 Reacdao de saponificacdo assistida por micro-ondas

A reacdo foi realizada em equipamento de micro-ondas (Ethos One,
Milestone, lItalia), sob agitacao fixa, em poténcia 700 W até atingir a temperatura
desejada. O perfil de aquecimento constituiu de uma rampa de aquecimento linear
durante 2 min, seguido do tempo de reacéao estipulado pelo planejamento fatorial (Item
2.4), e de um tempo de exaustdo de 2 min, no qual o interior do equipamento atingiu
65 + 3 °C. O equipamento de micro-ondas foi operado no modo de controle de
temperatura monitorado por sensor infravermelho.

Em frasco teflon, 10 mL de hidréxido de potassio (2,5 mol L) em
etanol (96%) foram adicionados a 1,0 g de café torrado e moido. Optou-se por manter
a proporcéo original de 1:10 (m/v), utilizada por Dias et al. (2010), mas ampliando-se

a escala em cinco vezes.
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Para saponificacdo em banho, 200 mg de amostra e 2 mL de hidréxido
de potéssio (2,5 mol L't) em etanol (96%) foram submetidos ao aquecimento (80 °C)
em banho termostatizado (MA 127/BO, Marconi, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil)
durante 1 hora (DIAS et al., 2010).

2.3.2 Extracao dos diterpenos e analise cromatografica

A extracdo e andlise foram realizadas conforme Dias et al. (2010).
Adaptou-se os volumes de solvente devido a ampliacdo de 5 vezes na escala. Apos
saponificacdo em micro-ondas, as amostras foram transferidas para tubos de
centrifuga e adicionou-se 10 mL agua destilada e 10 mL de terc-butil metil éter para a
extracao da fracdo insaponificavel. Nas amostras saponificadas em banho, seguiu-se
0 mesmo procedimento, somente alterando o volume de 10 mL dos solventes, para 2
mL. Em seguida, as amostras foram agitadas e centrifugadas (2 min a 3000 rpm)
(Sovall SS-3, Ivan Sorval, Nova lorque, EUA), e para a coleta da fase organica, o
processo de adicao de solvente organico e centrifugacao foi repetido trés vezes. Apos
limpeza da fracdo insaponificadvel com agua destilada (10 mL) o extrato organico foi
coletado e o solvente evaporado em banho termostatizado a 70 °C (MA 127/BO,
Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). O extrato foi ressuspendido em fase mével,
fitrado em membrana de PVDF Millex® 0,22 um (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) e
acondicionado em tubos vials.

Para quantificacao dos diterpenos, utilizou-se Cromatografo a Liquido
de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao), com bomba com gerenciador de solvente
quaternario e desgaseificador (DGU 20 As), auto amostrador (SIL20HT), valvula
injetora (LC20AT) com algca de amostragem, forno para coluna (CTO 20A), detector
UV/Vis (SPDM20A), interface e sistema de dados controlado pelo software LC
solution. A analise cromatografica foi adaptada de Dias et al. (2010). Utilizou-se uma
coluna Kinetex 2.6 um C18 (150 mm x 4,6 mm) (Phenomenex, Torrance, EUA),
eluicdo isocratica com fase movel na proporcéo de 60:40 de agua e acetonitrila, vazao
de 0,4 mL min', volume de injecédo de 0,400 pL e deteccdo a 230 nm (cafestol) e 290
nm (caveol). A temperatura da coluna foi mantida a 55 °C e o tempo de corrida foi 30
min. A injecdo dos extratos foi feita em triplicata e a identificacdo dos compostos foi
realizada com base nos tempos de retencdo dos padrdes e espectro no UV/Vis. A

quantificacdo foi feita por padronizacdo externa utilizando padrbes comerciais,
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construindo-se curvas analiticas de 7 pontos, em triplicata, na faixa de 30 a 200 ug

mL, (r > 0,99, p <0,001). O teor dos diterpenos foi expresso em base seca (bs).

2.4 Delineamento experimental e analise dos resultados

Para a etapa de saponificagdo em micro-ondas, utilizou-se como
delineamento experimental um planejamento fatorial completo 32, totalizando 9
ensaios (Tabela 1), que foram conduzidos de forma aleatéria. As extracdes foram
realizadas em triplicata. Como variaveis independentes foram estudados temperatura
(X1) e tempo (X2), e, como variaveis dependentes (y), o teor de caveol e cafestol. Os
niveis escolhidos para tempo de reacao (4, 8 e 12 min) foram baseados na literatura
(TSUKUI et al., 2014; PINEIRO-AVILA, LA GUARDIA, SALVADOR, 1998; UQUICHE,
JEREZ, ORTIZ, 2008) e, para temperatura (70, 80 e 90 °C), definiu-se como ponto
central (80 °C), proposto na metodologia original (DIAS et al., 2010).

Os resultados obtidos pelo planejamento foram analisados utilizando
o software Statistica™ Version 7 (Statsoft, Tulsa, EUA), gerando um modelo

polinomial de segunda ordem (Equacgéo 1).

y = By + B1Xy + B, X, + B11 X7 + Byy X2 + B1pX1 X, + B1Byp X1 X2 + B11 B, X2 X,

Eq.1
+ By11By, X1 X3

Onde Bo, B1, B2, correspondem aos coeficientes de regresséao linear, Bi1, B2, 0s
coeficientes de regressao quadratica, B12, a interacdo entre os coeficientes lineares
do modelo, e BiB22 e B11 B2 as interacdes entre termos lineares e B11B22 , as interacdes
entre termos quadraticos.

Os efeitos lineares e quadraticos dos fatores e suas interacées foram
estudados para cada composto, utilizando de anélise de variancia (ANOVA) ao nivel
de 95% de confianca. A funcdo desejabilidade foi empregada para maximizar
conjuntamente os teores dos diterpenos.

Apoés a definicdo da melhor condicdo de saponificagcdo em micro-
ondas, o teor de caveol e cafestol foi comparado com os obtidos por saponificagdo em
banho utilizando o método de referéncia (DIAS et al., 2010). Para complementar a
informacé&o sobre a influéncia do tempo para a saponificacéo, realizou-se um estudo

do perfil do teor de diterpenos obtidos na melhor temperatura de saponificacdo em
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funcdo do tempo de reacdo. Para a etapa utilizando-se micro-ondas, empregaram-se
os tempos de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 min, e para o banho convencional, de 5, 10, 20, 40,
60, 80 e 100 min.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de caveol e cafestol obtidos no delineamento experimental
por obtidos por CLAE apo6s saponificagdo em micro-ondas variaram na faixa de 314 a
474 mg 100 g'e de 250 a 373 mg 100 g, respectivamente (Tabela 1). Para a
saponificacdo conduzida em banho, utilizada como método de referéncia, foi obtido
teor de caveol de 629 mg 100 g e de cafestol de 582 mg 100 g!; esses valores se
encontram na faixa descrita na literatura para café arabica brasileiro (BENASSI, DIAS,
2015, CAMPANHA, DIAS, BENASSI, 2010; KIZTBERGER et al., 2013a;
KIZTBERGER et al., 2014).

Tabela 1- Teores de caveol e cafestol em café arabica torrado obtidos por CLAE ap6s

saponificacdo em micro-ondas conforme delineamento fatorial completo 32.

Ensaio Variaveis Caveol Cafestol
Temperatura (°C) Tempo (min) (mg 100 g) (mg 100 g)

1 70 4 314+9 250+ 7
2 70 8 362+8 2875
3 70 12 364 +14 304 +4
4 80 4 393+12 311+6
5 80 8 3885 3105
6 80 12 474 £ 16 37314
7 90 4 3526 277 £5
8 90 8 407 £9 301 +11
9 90 12 33310 261 +£8

Média + desvio padréo (3 repeticdes de processo)

Cromatogramas correspondentes a saponificacdo em micro-ondas e
em banho estdo na Figura 1, mostrando um perfil similar para o extrato final obtido

pelos dois processos.
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Figura 1- Cromatogramas dos diterpenos, caveol e cafestol, em café arabica torrado
obtidos ap6s a saponificagcdo em micro-ondas (80°C/12 min) (A) e em banho (80°C/60

min) (B). Deteccéao: 230 nm. Picos: caveol (1) e cafestol (2).
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Pela tabela de efeitos (Tabela 2), observa-se que a temperatura e 0
tempo séo parametros importantes, mas a influéncia é diferente para cada composto.
As tabelas de ANOVA correspondentes estdo disponiveis no Material Suplementar
(Tabelas 3S e 4S).

Tabela 2- Efeitos das variaveis temperatura (X1) e tempo (X2) na saponificacao por

micro-ondas para obtencéo de caveol e cafestol em café ardbica torrado.

Fatores . Caveol . Cafestol
Efeito p- valor Efeito p- valor
Média 385,9 <0,001 300,8 <0,001
Temperatura (L) 44,73 <0,001 n.s >0,05
Temperatura (Q) n.s >0,05 -25,72 0,079
Tempo (L) 81,16 <0,001 55,81 <0,001
Tempo (Q) 95,27 <0,001 89,90 <0,001
Temperatura (L)*Tempo (L) -34,26 0,005 -33,33 <0,001
Temperatura (L)*Tempo (Q) -41,62 <0,001 n.s >0,05
Temperatura (Q)*Tempo (L) -65,60 <0,001 -38,17 0,003
Temperatura (Q)*Tempo (Q) -185,58 <0,001 -140,62 <0,001

n.s: ndo significativo ao nivel de 95% de confianca (p-valor >0,05) (L): termo linear (Q): termo quadréatico

Com base nos fatores significativos (p<0,05) gerou-se o modelo
matematico que descreve o efeito das variaveis temperatura (X1) e tempo (X2) da
reacao de saponificagdo em micro-ondas nos teores de caveol e cafestol (Equacgdes

2 e 3). Obtiveram-se coeficientes de determinacédo (R?) de 0,94 para caveol e 0,91
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para cafestol, indicando a boa qualidade dos dois modelos (94% e 91% das variagbes
das respostas podem ser explicadas, respectivamente).

Caveol = 3859 +22,36X, + 40,57X, + 47,63X3 — 17,13X,X, — 20,80X,X}  gq2
— 32,75X%X, — 92,80X2X2

Cafestol = 300,8 + 27,9X, + 44,95 X2 — 16,7X,X, — 19,08X2X, — 70,31 x2x2 E04-3

Para o caveol, constatou-se que a temperatura (termo linear) e o
tempo (termo linear e quadrético) exerceram efeito positivo; para o cafestol, o tempo
(termo linear) também apresentou efeito positivo (p<0,05), porém a temperatura nao
teve efeito significativo (p>0,05) (Tabela 2, Eg. 2 e 3). As demais interacfes para
ambos 0s compostos apresentaram efeito negativo, o que sugere a presenca de uma
faixa satisfatoria de estudo, na qual se atinge o maximo do teor de caveol e cafestol
seguido da reducéo, devido a formacgao de pontos de inflexdo (Tabela 2, Eq. 2 e 3,
Figura 2). Esse comportamento demostra que o tempo e temperatura sédo parametros
importantes na reacdo de saponificacdo e que as interacdes entre eles sao limitantes
No processo.

Para o caveol e cafestol pode-se observar que a regido 6tima de
saponificacdo (Figuras 2A e 2B) foi obtida na regido préxima ao tempo no nivel
superior (12 min) e temperatura proxima ao ponto central (80 °C). Para cafestol a
temperatura de 80 °C foi a melhor, independentemente do tempo de processo, para
caveol, em tempos mais baixos préximos do ponto central, haveria necessidade de

temperaturas mais altas.
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Figura 2- Superficies de resposta para teores de caveol (A) e cafestol (B) obtidos por

saponificagdo em micro-ondas sob diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo.
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Para os dois compostos, observou-se efeito positivo do aumento da
temperatura até 80 °C. Em temperaturas mais elevadas ha diminuicdo da tensdo
superficial e da viscosidade do solvente, o que facilita a penetracdo do solvente na
matriz, e favorece o rompimento celular, permitindo que os compostos fiquem mais
disponiveis para extracdo (LI et al. 2010). Com o uso de temperaturas menores que

80°C, mesmo por tempos prolongados, ndo foi observada a mesma eficiéncia,
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indicando que estas condi¢gdes provavelmente néo sao suficientes para saponificar os
ésteres de acidos graxos diterpénicos.

No entanto, em temperaturas superiores a 80 °C também né&o
observou-se bons resultados, com reducdo do rendimento dos dois diterpenos.
Embora os diterpenos tenham relativa estabilidade até mesmo a processos agressivos
como o de torra (DIAS et al.,, 2014), durante a reacao de saponificacdo estes
compostos ficam mais suscetiveis a mudancas na estrutura, podendo ser degradados
(TSUKUI et al., 2014). Além disto, Chartier et al. (2013) descrevem que hidrdlise é
uma etapa critica devido a sensibilidade do radical furano, e que esta sensibilidade
esta relacionada aos processos de aquecimento normalmente usados para obter os
diterpenos.

O método de saponificacdo a quente desenvolvido por Dias et al.
(2010) foi baseado no trabalho de Urgert et al. (1995), que propds a saponificacao de
café torrado a 80°C durante uma hora, porém a relacdo entre a reacdo de
saponificacdo e a temperatura especifica de 80 °C nao é reportada. Chartier et al.
(2013), verificaram que a melhor condicdo de transesterificacdo para obtencdo de
caveol e cafestol em Oleo de café arabica verde ocorreu na temperatura de 70 °C.
Oigman et al. (2012), descrevem que para obtencéo dos diterpenos em 6leo de café
arabica verde por reacdo de metanolise por micro-ondas, a melhor temperatura foi de
100 °C. Desta forma verifica-se que, para a separacao dos diterpenos dos ésteres de
acidos graxos, a temperatura 6tima depende do tipo de reacéo e do tipo de processo
utilizado.

Observa-se que variagdes na temperatura foram mais significativas
para o caveol que para o cafestol. Essa sensibilidade pode ser atribuida a diferencas
na estrutura dos compostos; a maior sensibilidade do caveol tem sido descrita na
literatura. Oigman et al. (2012) e Chartier et al. (2013) reportam que em reacdes de
transesterificacdo, dependo das condi¢des, ambos os diterpenos séao afetados, porém
0 impacto no caveol € maior do que no cafestol.

O cromatograma correspondente a saponificacdo a 80 °C em micro-
ondas (Figura 1) mostra perfil similar ao obtido por saponificacdo em banho a mesma
temperatura. Apesar da maior velocidade no processo de aguecimento no micro-
ondas, néo foram observados picos de interferentes/produtos de degradacgéo. Oigman
et al. (2012) e Tsukui et al. (2014) na extracdo de diterpenos por metandlise e Liu et

al. (2012) na extracdo de trigonelina, acido nicotinico e cafeina em café arabica
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também nao observaram formacdo de interferentes nas amostras submetidas a
irradiagao por micro-ondas.

Considerando o interesse em maximizar a extracdo conjunta dos
diterpenos, gerou-se os graficos de desejabilidade, os quais mostram que a melhor
condicdo de saponificagdo ocorreu em 80 °C durante 12 min (Figura 3). Nessa
condicdo, foram obtidos teores de caveol e cafestol de 474+16 e 373+14 mg 100 g,
respectivamente (Tabela 1). Através do valor da desejabilidade global (0,68) dos perfis
de tempo e temperatura, verificou-se que a temperatura estava maximizada, mas que
a ampliacdo da faixa de estudo para a varidvel tempo seria um caminho interessante

para o aumento no contetdo de diterpenos (Figura 3).

Figura 3- Desejabilidade para caveol e cafestol obtidos por saponificacdo em micro-
ondas e determinados por CLAE.
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Para isto estudou-se o perfil de saponificagdo em micro-ondas para
cada composto (Figura 4A), fixando-se a temperatura da reacdo em 80°C e variando-
se o tempo de 4 até 24 min. Para comparacado, também foi estudada a cinética, na

mesma temperatura, em banho térmico, variando-se o tempo de 5 a 100 min (Figura



70

4B). Observou-se comportamento similar para os dois compostos, tanto no tratamento

por micro-ondas quanto no banho convencional.

Figura 4- Perfil da concentracédo de caveol e cafestol obtidos por saponificacdo em

micro-ondas (A) e em banho térmico (B) a 80°C em func&o do tempo de reacéo.
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O uso de tempos superiores a 12 min ndo foi eficiente para a
saponificagdo em micro-ondas, havendo decréscimo no teor dos dois diterpenos em
tempos mais prolongados. Em processos extrativos, durante o aquecimento por micro-
ondas, devido a temperatura e a pressdo altamente localizadas, ha a migracao
seletiva de compostos a uma taxa mais rapida (UPADHYAY, RAMALAKSHMI, RAO,
2012; SPIGNO, FAVERI, 2009), porém, embora as ondas eletromagnéticas sejam
distribuidas uniformemente, em funcdo do aumento da temperatura reacional pode
ocorrer ainda o fendmeno de hot spots (HOZ, DIAZ-ORTIZ, MORENO, 2005;
HORIKOSHI et al., 2011). Este fenbmeno consiste na formacédo de zonas irregulares
de aquecimento, que podem estar relacionadas com a degradacdo dos compostos.
Chen, Xie e Gong (2007) observaram que, mesmo em temperaturas fixas, tempos
mais prolongados de irradiacdo das micro-ondas provocaram a degradacdo de
saponinas.

Comparando-se o perfil cinético da reacdo de saponificacdo em
micro-ondas e da conduzida em banho térmico (Figura 4B), verificou-se que em
ambos o0s casos ha um aumento até o tempo 6timo de reacdo (12 min para micro-
ondas, 60 min para banho), seguido da redugcao nos teores de diterpenos. O tempo
de processo foi mais importante no banho térmico, observando-se que o tempo 6timo

(60 min) corrobora com o preconizado por Dias et al. (2010).
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Com relacdo a eficiéncia do processo, menores teores de caveol e
cafestol foram obtidos pela reagédo de saponificagdo em micro-ondas (24% e 35%,
respectivamente) comparados ao método de saponificacdo em banho. Esse menor
rendimento, notadamente do cafestol, poderia estar associado a uma menor eficiéncia
no processo de saponificagdo ou a degradacao térmica dos compostos

Destaca-se, no entanto, que houve reducao significativa do tempo
(1/5 do convencional), e que 0 processo em micro-ondas permitiu uma ampliacao
expressiva de escala (5 vezes). Segundo Zhou et al. (2016) reacfes quimicas
conduzidas em micro-ondas ocorrem mais rapidamente devido a reducao da energia
de ativacao da reacdo. Souza, Mariutti e Bragagnolo (2016) também descrevem que
na saponificacdo por micro-ondas, para obtencao de colesterol e 6xidos de colesterol
em camarao, houve reducéo do tempo (75%) em relacdo ao método de saponificacdo

a frio.

4. CONCLUSAO

A temperatura e o tempo de saponificacdo influenciaram
significativamente o teor de diterpenos extraidos. A melhor condi¢cdo para reacao de
saponificagdo em micro-ondas, para obtencao de caveol e cafestol, ocorreu a 80 °C
durante 12 min.

Utilizando a saponificagdo em micro-ondas obteve-se menor
rendimento dos diterpenos, mas houve a reducdo expressiva do tempo de processo
em comparacao com a reacdo conduzida em banho térmico, e também foi possivel a
ampliacdo de escala. Desta forma, o procedimento desenvolvido pode ser usado para
facilitar e agilizar a extracdo de caveol e cafestol em café arabica torrado, ja que
acelera a reacdo de saponificacdo. A técnica irradicacdo de micro-ondas foi aplicada
com sucesso podendo ser considerada uma alternativa interessante para extracao

dos diterpenos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 3S- Andlise de variancia da saponificagdo assistida por micro-ondas para

caveol.
Fatores Somados Grausde Quadrado F p- valor
Quadrados Liberdade médio
Temperatura (L) 3001,40 1 3001,40 16,96 0,0006
Temperatura (Q) 9880,21 1 9880,21 55,82 0,0000
Tempo (L) 8168,72 1 8168,72 46,15 0,0000
Temperatura (L)*Tempo (L) 1732,06 1 1732,06 9,79 0,0055
Temperatura (L)*Tempo (Q) 4290,71 1 4290,71 24,24 0,0001
Temperatura (Q)*Tempo (L) 3444154 1 3444154 194,60  0,0000

Temperatura (Q)*Tempo

Q) 3362,80 19 176,99
Erro 56186,15 26
Total da soma quadratica 3001,40 1 3001,40 16,96 0,0006

Tabela 4S- Analise de variancia da saponificacdo assistida por micro-ondas para
cafestol.

Somados Grausde Quadrado

Fatores Quadrados Liberdade  médio F p- valor
Tempo (L) 4671,80 1 4671,80 37,44 0,0000
Temperatura (L)*Tempo (L) 7274,34 1 7274,34 58,30 0,0000
Temperatura (Q)*Tempo (L) 1456,81 1 1456,81 11,68 0,0026
Temperatura (Q)*Tempo 19774,37 1 19774,37 158,48 0,0000
Q)

Erro 2620,34 21 124,78

Total da soma quadratica 31355,61 26
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EFEITOS DA SONICACAO NA EXTRACAO DE DITERPENOS EM CAFE
TORRADO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi estudar o efeito da sonicacdo na extracdo dos diterpenos,
caveol e cafestol, em substituicdo a técnica tradicional que utiliza extra¢do liquido:
liquido. Empregou-se um planejamento composto central de face centrada (23) tendo
como variaveis independentes a amplitude da onda ultrassénica (41, 102, 5 e 164 um),
o tempo de extracdo (2, 4 e 6 min) e o volume de solvente (2, 4 e 6 mL). Os trés
parametros exerceram efeito significativo sobre a extracdo (p<0,05). Amplitude
maiores (164 pm) e volume proximos ao ponto central (4 mL) aumentaram
significativamente o teor de caveol e cafestol. O tempo exerceu um impacto positivo,
mas diferenciado para cada composto. A melhor condicdo para extracdo conjunta dos
diterpenos por sonicagéo ocorreu em amplitude de 164 um, 4 mL de solvente durante
6 min. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que o tratamento com sonicador
resultou em modificacdo fisica na matriz, ocorrendo ruptura celular e destruicdo aos
poros. O teor de caveol e cafestol obtido por sonicagdo foi menor ao obtido pela
extracdo liquido/liquido (13% para caveol e 3% para cafestol), porém a sonicacao
mostrou um impacto positivo intensificando e acelerando a extragdo. De forma geral,
a utilizacdo da sonicacao permitiu a simplificacdo do processo extrativo, reduzindo o
namero de etapas (duas etapas em relacdo método convencional), a quantidade de
solvente e o tempo da analise, mostrando-se uma alternativa viavel para extracéo
acelerada de caveol e cafestol.

Palavras chaves: Caveol, cafestol, Coffea arabica, amplitude de onda, volume de
solvente, extracao assistida por ultrassom.

1. INTRODUCAO

As determinagBes quimicas em alimentos geralmente exigem o
preparo de amostra com emprego de etapa de extracdo. Riscos de seguranca, alto
consumo de energia e solventes, baixo rendimento, problemas com residuos
quimicos, com emissao de volateis e toxicidade sao fatores considerados para avaliar
a seguranca pratica e ambiental do método extrativo.

Nas ultimas duas décadas, impulsionado pelo apelo de tecnologias
mais “verdes” (eco-friendly) e principalmente pelas restricbes das técnicas
convencionais, novos processos de extracdao vém sendo implementados (LUQUE DE
CASTRO, PRIEGO-CAPOTE, 2007; TIWARI, 2015; CHEMAT et al., 2017). Entre as
técnicas extrativas ndo convencionais, esta a extracdo assistida por ultrassom (EAU).

Este método destaca-se por reduzir o tempo de analise e volume de solvente e
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aumentar rendimento, tornando o processo mais simples e automatizado (TIWARI,
2015; CHEMAT et al., 2017).

Na EAU, ondas sonoras de alta energia (intensidades acima de 1 W
cm? e frequéncias entre 20 e 500 kHz), sdo propagadas no meio causando rapida
circulacdo/agitacdo do solvente, cisalhamento das moléculas do solvente com
amostra e consequentemente perturbacéo da parede celular da matriz. A combinacao
destes fatores facilita a penetracdo do solvente, melhorando processos de difusédo e
transferéncia de massa e permitindo que compostos sejam extraidos mais
rapidamente e com maior eficiéncia. Estes efeitos sédo atribuidos principalmente a
cavitacdo acustica, que consiste na formacéao, crescimento e colapso de microbolhas
gue se formam no interior do solvente (MANSON, 1997; CHEMAT, E-HUMA, KHAN,
2011; AWAD et al.,, 2012). Os efeitos de cavitacdo dependem das condi¢cdes
operacionais como amplitude, frequéncia, intensidade, tempo de extragcédo e solvente
extrator (MANSON, LORIMER, 2002; CHEMAT et al., 2017).

O ultrassom tem sido aplicado com sucesso na extracao de diferentes
compostos e em diversas matrizes alimenticias, como de pectina da casca de toranja
(WANG et al., 2015), de compostos fendlicos em bagaco de uva (GONZALEZ-
CENTENO et al., 2015) e em sementes de soja (CHUNG et al., 2010), de antocianinas
em amora (ESPADA-BELLIDO et al., 2017), e na extracdo de 6leos de uva (DA
PORTO, PORRETO, DECORTI, 2013), pistache (HASHEMI et al., 2015) e de
semente de roma (GOULA, 2013). Em café, ja foi descrito a utilizacdo na extracdo de
cafeina (WANG et al.,, 2011), compostos fenodlicos (AL-DHABI, PONMURUGAN,
JEGANATHAN, 2017) e de 6leo a partir da borra (ROCHA et al., 2014), mas nao foi
reportado o uso da sonicacdo na obtencéo de diterpenos.

Caveol e cafestol, diterpenos especificos da fracao lipidica do café,
tém sido estudados pelas implicac6es de seu consumo a saulde, por apresentarem a
capacidade antioxidante, anticarcinogénica e quimiopreventiva (LEE, CHOI, JEONG,
2007; HUBER et al., 2008; LEE, CHAE, SHIM, 2012; WANG et al., 2012; GAASCHT,
DICATO, DIEDERICH, 2015). Sdo compostos de alto valor comercial e de dificil
obtencdo. A extracdo € descrita como o método mais simples e adequado para obté-
los, uma vez que o caveol é bastante instavel na forma livre e a sintese do cafestol é
praticamente inviavel (COREY et al., 1987; OIGMAN et al., 2012; CHARTIER et al.,
2013; GUERCIA et al., 2016).
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Usualmente, os diterpenos encontram-se na forma esterificada no
grido de café (SPEER; KOLLINGSPEER, 2006), assim para extrai-los, s&o
necessarias etapas de saponificacdo e separacdo. Entre as metodologias analiticas
para extracao de caveol e cafestol, destaca-se a proposta por Dias et al. (2010) pela
ampla utilizacdo (SOUZA et al., 2010; SOUZA, BENASSI, 2012; ZHANG et al., 2012;
ACEVEDO et al., 2013; KITZBERGER et al., 2014; SCHOLZ et al., 2014; BARBOSA
et al., 2014; MORI et al., 2016). A técnica consiste em saponificacdo direta a quente,
seguida de 3 etapas de separacao liquido/liquido com terc-butil metil éter e limpeza
do extrato etéreo com agua.

A etapa de separacdo liquido/liquido é o maior limitante no processo
de extracdo por prolongar o tempo de analise e pelo o uso relativamente alto de
solvente organico e a necessidade de treinamento do analista para que n&do ocorra
perda de analito durante o processo. Estes fatores s&o intensificados quando
pretende-se realizar a extracdo dos diterpenos em grande quantidade e
rotineiramente.

Considerando o interesse pelo desenvolvimento de tecnologias
alternativas e automatizacado do processo de extracdo de diterpenos, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito da sonicacdo na extracdo de caveol e cafestol em café
torrado, estudando-se os parametros de amplitude da onda ultrassbnica, tempo de
extracdo e volume de solvente. Para avaliar a eficiéncia do processo, o resultado foi

comparado com o obtido por método de referéncia (DIAS et al., 2010).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 REAGENTES E PADROES

Hidroxido de potassio (KOH) 85 % (Synth, Diadema, S&o Paulo,
Brasil), etanol 96% (Impex, Minas Gerais, Brasil), terc-butil metil éter 99,5% (Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemanha), acetonitrila grau HPLC (Panreac, Barcelona,
Espanha), padrdes de caveol e cafestol (Axxora, San Diego, EUA) certificados pela
Alexis Biochemicals (Lausen, Suica), agua purificada (Sistema de purificacdo Milli-
Q®, Millipore, Billerica, EUA).
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2.2 MATERIAL

Utilizou-se café arabica torrado comercial (Mellita®, Lote 002 SM
16:38). Os graos foram moidos (moinho Krups GVX 2, China) até granulometria de 16
mesh. O café torrado e moido apresentou umidade de 4,95 g 100g?, obtida em
equipamento de infravermelho (OHAUS, Parsippany, EUA) (DIAS et al., 2010). Esse

valor foi utilizado para os célculos do teor de diterpenos em base seca.

2.3 PROCEDIMENTOS PARA EXTRACAO

Previamente a extracdo, as amostras (200 mg) foram submetidas a
saponificagdo em banho (MA 127/BO, Marconi, Sdo Paulo, Brasil) a 80 °C durante 1h
com hidréxido de potassio (2,5 mol Lt em solugdo etandlica 96%) (DIAS et al., 2010).

2.3.1 Extracdo de caveol e cafestol por sonicacéo

A metodologia foi adaptada do método de Dias et al. (2010),
substituindo-se a etapa de extragdo liquido/liquido pela extracdo por sonicacao. Apos
saponificacdo, realizou-se a extragdo da fracdo insaponificavel (Figura 1),
adicionando-se 2 mL agua destilada e o volume de terc-butil metil éter determinado
pelo delineamento experimental (Item 2.5). As amostras foram agitadas e submetidas
a sonicacdo (modelo Q700, QSONICA, Newtown, EUA) equipado com probe de
ponteira solida em titdnio com 3,2 mm de didmetro, com imersédo de 2/3 do probe. Os
parametros de amplitude da onda ultrassénica, do tempo de extracdo e volume de
solvente foram variados conforme delineamento experimental (Iltem 2.5). Parte das

amostras (Bloco 1) foram centrifugadas (Sovall SS-3, Ivan Sorval, Nova lorque, EUA)

durante 2 min a 3000 rpm em temperatura ambiente e foi coletada a fase orgéanica.
Para as amostras que nao foram centrifugadas (Bloco 2), a coleta da fase organica foi
realizada logo apo0s sonicacdo. Seguiu-se com a limpeza da fracdo insaponificavel
com agua destilada (2 mL). O extrato organico foi retirado (Figura 1) e o solvente foi

evaporado em banho termostatizado a 70 °C.
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Figura 1- Procedimento para extracdo de caveol e cafestol utilizando sonicador.
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organica (2mL) organico

2.3.2 Extracao de caveol e cafestol pelo método convencional (liquido/liquido)

Para comparacdo dos resultados, ap6s o mesmo procedimento de
saponificacdo, utilizou-se separacéao liquido/liquido adicionando-se agua destilada (2
mL) e terc-butil metil éter (2 mL) para extracao da fracdo insaponificavel (DIAS et al.,
2010). Apos agitacdo e centrifugacao (3 min a 3000 rpm a temperatura ambiente) a
fase organica foi retirada. Este processo foi repetido 3 vezes. Posteriormente,
adicionou-se agua destilada (2 mL) para limpeza do extrato o qual foi coletado e

evaporado a 70 °C.

2.4. QUANTIFICACAO DOS DITERPENOS

A andlise foi realizada baseada em Dias et al. (2010) com
modificacdes. Utilizou-se cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Kyoto,
Japao), com bomba com gerenciador de solvente quaternario e desgaseificador (DGU
20 As), auto amostrador (SIL20HT), valvula injetora (LC20AT) com alca de
amostragem, forno para coluna (CTO 20A), detector DAD UV/Vis (SPDM20A),
interface e sistema de dados controlado pelo software LC solution.

Utilizou-se coluna Kinetex 2.6 um C18 (50 x 4,6 mm) (Phenomenex,
Torrance, EUA); eluicdo isocratica com fase movel de 60:40 (dgua:acetonitrila), vazao
de 0,4 mL min*; volume de injecdo de 400 uL; temperatura da coluna de 55 °C; e
tempo de corrida de 30 min. A detecc¢dao foi feita a 230 nm para cafestol e 290 nm para

caveol. Os compostos foram identificados com base nos tempos de retengcdo em
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comparacado aos padrdoes e espectro no UV. A quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa, na faixa de concentracdo de 30 a 200 pg mL* (DIAS et al.,
2010; MORI et al., 2016), com curvas analiticas com 7 pontos (r > 0,99, p < 0,001),
em triplicata. Os teores dos diterpenos foram expressos em mg 100g em base seca
(bs).

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS RESULTADOS

Para investigar a influéncia das variaveis do processo de sonicagao
na extracao de caveol e cafestol, utilizou-se um planejamento composto central de
face centrada (23), totalizando 18 pontos experimentais incluindo as repeticées dos
pontos centrais (Tabela 1). A ordem dos experimentos foi aleatorizada e as extracdes
foram realizadas em triplicata.

Trés variaveis independentes foram estudadas em trés niveis:
amplitude da onda ultrassoénica (X1) (41, 102, 5 e 164 um), tempo de extracdo (X2) (2,
4 e 6 min) e volume de solvente (X3) (2, 4 e 6 mL). A amplitude de 164 um (equivalente
a 80 % da capacidade do probe) foi definida como limite superior, uma vez que maior
amplitude poderia provocar o desgaste do material e corrosdo do probe. A faixa de
tempo foi definida apds testes preliminares e considerando também a manutencéo do
probe. O volume maximo e minimo de solvente foi baseado na metodologia
empregada para comparacao (DIAS et al., 2010). O planejamento com face centrada
escolhido permitiu trabalhar dentro desses limites operacionais.

O planejamento foi divido em dois blocos, para verificar o efeito de um
processo adicional de centrifugacdo na separacdo das fases. No Bloco 1, ap0s
sonicacao, as amostras foram submetidas a centrifugacéo, no Bloco 2 a fase organica
foi coletada diretamente apés a sonicacédo (Figura 1 e Tabela 1).

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software
Statistica™ Version 7 (Statsoft, Tulsa, EUA). Um modelo polinomial de segunda
ordem (Equacéo 1) foi gerado para avaliar o rendimento (y) em funcéo de variaveis

independentes (X1, Xz, X3) e suas interagdes.

y = By + B1 Xy + ByX, + B3 X3 + By1X? + By X5 + B33 X2+ B, X1 X, + B13 X1 X5
Eq.1
+ By3X, X3
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Onde By, B1, B2, correspondem aos coeficientes de regressao linear, B11, B22 e B3z aos
coeficientes de regressdo quadratica, Bi2, Biz e Bzs a interagdo entre os coeficientes
lineares do modelo.

Os efeitos lineares e quadraticos dos fatores e as interacdes foram
estudados para cada composto por andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 95% de
confianga. Para verificar a melhor condigcdo para extragdo conjunta do caveol e
cafestol utilizou-se a funcéo desejabilidade.

O teor de caveol e cafestol foi determinado na melhor condicdo de
extracdo por sonicacdo e comparado ao obtido pelo método de referéncia com

extracao liquido/liquido.

2.6 ANALISE DA ESTRUTURA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

O residuo da extracdo foi seco em estufa a 105 °C durante 1 h.
Posteriormente, o material foi adicionado em fita de carbono e recoberto por uma
camada de ouro, pelo processo de metalizagéo (60 s). As imagens foram obtidas por
microscépio eletrénico de varredura SHIMADZU (modelo SSX-550 SUPERSCAN,
Kyoto, Japao) e utilizou-se o programa Digital Micrograph (Gatam Software Team,
Pleaston, EUA) para analise das imagens e comparacdo entre os métodos de

extracao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas extracbes utilizando sonicacdo seguindo o delineamento
experimental, foram obtidos teores na faixa de 360 a 553 mg 100 g* para cafestol e
de 221 a 563 mg 100 g*! para caveol, diterpeno para o qual se observou maior
variabilidade (Tabela 1).
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Tabela 1- Teores de caveol e cafestol (mg 100 g!) obtidos pelo planejamento
composto central de face centrada (2%) utilizando sonicacdo como processo de

extracdo e CLAE para identificacdo e quantificacao.

Variaveis
Ensaio  Bloco AmpIitudeAde} onda Tempo~de Volume de  Caveol Cafestol
ultrassénica extracdo  solvente
(pm) (min) (mL)
1 1 41 2 2 305+8 365+8
2 1 164 2 2 522 +6 366 +8
3 1 41 6 2 421+20 494 +17
4 1 164 6 2 348+ 15 451 +16
5 1 41 2 6 344 +8 390 + 15
6 1 164 2 6 467 £18 492+ 15
7 1 41 6 6 298 +19 36020
8 1 164 6 6 497 +13 493+ 10
9 1 102,5 4 4 471 +15 474+13
10 1 102,5 4 4 508 +12 505*14
11 2 41 4 4 446 £ 12 487 + 1
12 2 164 4 4 476+ 3 509 +1
13 2 102,5 2 4 478+19 47920
14 2 102,5 6 4 551+20 550%21
15 2 102,5 4 2 390+8 488 +7
16 2 102,5 4 6 2217 378 £19
17 2 102,5 4 4 455+ 9 494+ 9
18 2 102,5 4 4 563+16 553+14

Média + desvio padréo (3 repeticdes de processo)

Tabela 2- Efeitos das variaveis amplitude da onda ultrassbnica (Xi1), tempo de

extracdo (X2) e volume de solvente (X3) na extragdo de caveol e cafestol por

sonicacao.
Fatores _ Caveol _ Cafestol
Efeito p- valor Efeito p- valor
Média 483 <0,001 501 <0,001
Amplitude (L) 101,00 <0,001 47,41 <0,001
Tempo (L) n.s >0,05 54,47 <0,001
Tempo (Q) 110,46 0,013 n.s >0,05
Volume (Q) -305,88 <0,001 -141,37 <0,001
Amplitude (L) * Tempo (L) -56,02 <0,001 n.s >0,05
Amplitude (L) * Volume (L) n.s >0,05 65,23 <0,001
Tempo (L) * Volume (L) n.s >0,05 -64,82 <0,001
Blocos -20,75 >0,05 14,03 >0,05

n.s: nao significativo ao nivel de 95% de confianca (p-valor > 0,05) L: termo linear Q: termo quadratico

Os trés parametros estudados, amplitude da onda ultrassénica (X1),

tempo (X2) e volume de solvente (X3), exerceram efeitos significativos (p<0,05) na
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extracao dos diterpenos (Tabela 2), porém em diferentes termos. Os resultados foram
ajustados para equacdes polinomiais de segunda ordem (Equagéo 2 e 3), obtendo-se
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,69 e 0,79, para caveol e cafestol,
respectivamente. Nao houve significancia para bloco (Tabela 2), demonstrando que a
etapa adicional de centrifugacao ndo influenciou o processo de extracao. A utilizagao
da centrifugacgéo auxilia na sedimentacao de particulados, facilitando a separagéao da
fase organica, no entanto € uma etapa adicional no processo, ficando assim a critério

do analista seu uso.

Caveol = 483 + 50,50X; + 55,23X3 — 152,94X3 — 28,01X, X, Eq.2
Cafestol = 501 + 23,70X + 27,24X, — 70,70X3 + 32,71X, X3 — 32,41X,X5 Eq.3

Onde X1, X2 e X3 correspondem, respectivamente, a amplitude, tempo e volume.

Na extracao do caveol e cafestol, observou-se que a amplitude (termo
linear) exerceu efeito positivo, com maior influéncia sobre o caveol (Eq. 2 e 3 e Tabela
2). Dessa forma, dentro da faixa estudada, a utilizacdo de maiores amplitudes
contribui positivamente para a extracado dos diterpenos,

A amplitude esté associada ao efeito de cavitacdo acustica (TIWARI,
2015). Quanto maior a amplitude mais intensa é a propagacao da onda no meio liquido
e mais bolhas sédo criadas e colapsadas (ZHANG et al., 2008). Este fenbmeno faz com
gue ocorra a ruptura celular da matriz e aumente a superficie de contato entre solido
e liquido, a difusdo do solvente, e consequentemente a taxa de transferéncia de
massa, facilitando o processo extrativo (SUSLICK, PRICE 1999; GOULA, 2013).

Diversos estudos reportaram que em altas poténcias e intensidades,
as quais sdo proporcionais a amplitude da onda ultrassoénica, ocorre o aumento do
rendimento na extracdo, como, por exemplo, em éleos como o de canola (SICAIRE et
al., 2016), soja (LI, PORDESIMO, WEISS, 2004) e semente de rom& (GOULA, 2013)
e de compostos especificos como carotenoides (LI et al., 2013), antocianinas e
compostos fendlicos (ESPADA-BELLIDO et al., 2017), colesterol (LI, CHANG, LI,
2017). A Figura 2 mostra a estrutura do residuo de café ap0s a extracéo por sonicacéo

(Figura 2A e 2B) e ap0s a extragéo convencional (Figura 2C).
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Figura 2- Microscopia eletronica de varredura em amostras de café torrado apos
extragdo por sonicacao (102,5 pum, 4 min, 4mL) (A, imagem ampliada em B) e por

extracao liquido/liquido (C).
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Na extracdo liquido/liquido, a superficie da matriz apresenta poros
bem definidos, ao contrario do que aparece nas amostras tratadas com sonicacéo,
nas quais a superficie porosa foi parcialmente destruida, aparecendo fissuras e
poucos poros. Em alguns casos (ZHANG et al., 2008; ABDULLAH, KOC, 2013;
ZHANG et al. 2014) a ruptura celular esta relacionada com maior rendimento da
extracdo. Chemat et al. (2017) descrevem que os fendmenos de cavitagao ocasionam
altas forcas de cisalhamento ao meio, e a implosdo das bolhas de cavitacdo na
superficie do material causam diferentes efeitos fisico a matéria-prima, como ruptura,
fragmentacdo, erosdo e destruicdo estrutural. Estes efeitos podem ocorrer
isoladamente ou em sinergismo, e contribuem para o aumento da transferéncia de
massa e da taxa de transferéncia de soluto, o que estd associado com melhor
desempenho do ultrassom em processos extrativos.

O tempo de processo também exerceu um efeito positivo (p<0,05)
favorecendo a extragdo de caveol (termo quadratico) e cafestol (termo linear) (Eq. 2 e
3, Tabela 2). Este comportamento sugere que, de forma geral na faixa estudada,
tempos mais prolongados favorecem a extracdo dos compostos.

A técnica de ultrassom é conhecida por acelerar 0s processos
extrativos em comparacao as técnicas convencionais (FU et al., 2014; WANG et al.,
2015; HELENO et al., 2016). A literatura (TOMA et al., 2001; GOULA, 2013; SAHIN,
SAMH, 2013) relata que, independentemente dos analitos de interesse, a extracdo
assistida por sonicacdo apresenta um tempo 6timo, o qual esta associado a duas
etapas principais. A primeira envolve a penetracao do solvente na matriz provocando
a dissolucéo dos componentes e a segunda, a transferéncia do soluto para o solvente
por difusdo através dos poros do material. Além disso, a medida que as ondas
ultrassoénicas sao fornecidas para o sistema, ocorre um aumento lento, mas gradual
da temperatura, devido a transferéncia de energia para a amostra (SANTOS,
CAPELO, 2007; TIWARI, 2015). Esse o aumento da temperatura também pode
facilitar a solubilidade e difusividade do solvente, acelerando a extracado (ZHANG et
al., 2009; GOULA, 2013).

Deve-se considerar, porém, que para caveol, verificou-se uma
interacdo negativa entre amplitude e tempo. Assim, para a extracdo especifica do
caveol, é preferivel 0 emprego de tempos menores de extracdo para permitir o uso de
amplitudes mais elevadas, como pode ser observado na superficie de contorno

(Figura 3). Ressalta-se que durante a extracédo, na condicdo de amplitude e tempo em
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nivel superior, observou-se aumento da temperatura do meio (50+5 °C). O aumento
de temperatura, conforme discutido anteriormente, pode favorecer a extracdo, mas
também pode provocar a degradacéao de compostos pelo aquecimento do meio devido
a exposicado a maiores tempos de sonicacdo (SAHIN, SAMH, 2013). Considerando a
maior sensibilidade térmica do caveol, atribuida a sua estrutura (KURZROCK;
SPEER, 2001; OIGMAN et al., 2012), a exposi¢cdo a temperaturas elevadas pode ter
causado maior impacto a esse diterpeno do que ao cafestol, resultando assim em uma

menor eficiéncia de extracao.

Figura 3- Interacdo entre tempo e amplitude, com volume em ponto central (4 mL,

sobre o teor de caveol extraido por sonicacéo e quantificacdo por CLAE.
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Para um composto menos sensivel a temperatura, como cafestol, a
utilizacao de maior amplitude e tempo mostrou efeito positivo na extracdo. No entanto,
provavelmente, a extracao por tempos mais prolongados ndo seria interessante, pois
poderia ocorrer a diminuicdo do efeito da sonicacdo. A medida que a temperatura
aumenta, ocorre o aumento das bolhas de cavitacdo, porém o efeito deste fendmeno
€ inibido pela pressao de vapor formada, que bloqueia o colapso das bolhas (SHAH,
PANDIT, MOHOLKAR, 1999; PATIST, BATES, 2008).

Dentre as variaveis estudadas, o volume foi a que apresentou maior
efeito na extracdo dos diterpenos (Eg. 2 e 3, Tabela 2). Verificou-se que, devido ao
efeito quadratico negativo, a utilizagdo de volumes em nivel superior e inferior (6 e 2

mL) ndo foram adequados para extracéo do caveol e cafestol.
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As interacbes do volume com o tempo e a amplitude influenciaram a

extragcdo do cafestol (Eq. 3, Tabela 2), também demonstrando que volumes préximos
ao ponto central sdo os mais adequados.

Figura 4 -Efeito da interacdo (A) amplitude e volume com tempo em nivel superior (6

min) e (B) volume com tempo com amplitude em tempo superior (164 pum), na extracao
de cafestol por sonicacéo e quantificacao por CLAE.
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Na Figura 4A, que representa o efeito do volume e da amplitude na
extracdo do cafestol, verifica-se que a melhor extragdo ocorre em amplitudes maiores
e volume em ponto central. O mesmo comportamento € observado na interacao entre
volume e tempo (Figura 4B), sendo que as melhores condi¢des estdo em tempos mais
prolongados e volumes em ponto central.

Em geral, maiores rendimentos s&o obtidos quando se utiliza
proporcdes maiores de solvente em relacdo ao soélido, pois 0 aumento do gradiente
de concentracao favorece a transferéncia de massa e difusdo dos analitos (ZHANG et
al., 2008; SAHIN, SAMH, 2013; HELENO et al.,, 2016). No entanto, maiores
propor¢cdes de liquido podem causar adicionalmente dispersdo da energia
ultrassonica, reduzindo os efeitos de cavitacdo e consequentemente baixo rendimento
(AL-DHABI, PONMURUGAN, JEGANATHAN, 2017). Portanto, a escolha do volume
adequado de solvente é importante (HELENO et al., 2016) e para a extracdo do caveol
e cafestol por sonicagéo o volume de 4 mL foi o mais eficiente.

Através do valor da desejabilidade global (0,94) para os perfis de
amplitude, tempo e volume, verificou-se que os trés parametros foram maximizados.
Considerando o interesse na extracdo simultdnea de caveol e cafestol, a melhor
condicéo foi obtida por sonicacdo em 164 pm, durante 6 min e com volume de 4 mL
(Figura 5).
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Figura 5- Desejabilidade de caveol e cafestol extraidos por sonicacdo e determinados

por CLAE.
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Figura 6- Cromatogramas correspondentes a extracdo por ultrassom na condicéo

otimizada (164 um, 6 min, 4 mL) (A) e extracédo liquido/liquido pelo método de Dias et
al. (2010) (B). Deteccéo: 230 n. Picos: caveol (1) e cafestol (2).
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Os resultados da extracao por EAU foram comparados ao método de

referéncia (DIAS et al., 2010) que utiliza extracdo liquido/liquido. Nao foram

observadas diferengas no perfil cromatografico do extrato final (Figura 6).

min
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Os teores de caveol e cafestol obtidos pela extracéo liquido/liquido
foi de 582 e 553 mg 1009 1, respectivamente. Na extracdo por sonicacdo, em condi¢cdo
otimizada, o valor observado para o caveol e cafestol foi de 508 e 536 mg 100g ,
respectivamente. Observou-se rendimento sensivelmente menor, 13% para caveol e
3% para cafestol, ao obtido pelo método de referéncia, porém houve reducdo do
volume de solvente e do tempo de extracdo. E importante ressaltar que o tempo de
analise para a extracdo convencional depende da habilidade do analista, mas o fato
da EAU reduzir duas etapas de lavagens com solvente, facilita e acelera o processo,
apresentando-se assim como uma alternativa pratica e econdmica, com menores

possibilidades de erros.

4. CONCLUSAO

As variaveis amplitude de onda, tempo de extracdo e volume de
solvente influenciaram significativamente o processo extrativo por sonicacdo, sendo
gue a melhor condi¢do para extracdo simultanea dos diterpenos foi obtida em 164 um,
4 mL e 6 min.

Nestas condi¢bes os teores de caveol e cafestol foram proximos aos
obtidos pelo método liquido/liguido demonstrando a eficiéncia da sonicacdo na
extracdo dos diterpenos. Observou-se ainda que EAU intensificou e acelerou o
processo, reduzindo o numero de etapas (duas etapas em relacdo método
convencional), a quantidade de solvente e o tempo da analise.

Os resultados indicaram que a EAU é uma tecnologia promissora e

economia para extracao acelerada de caveol e cafestol em café torrado.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 3S- Analise de variancia da extracdo por sonicacdo na obtencédo de caveol.

Soma dos Graus de Quadrado

Fatores Quadrados Liberdade médio F p- valor
Blocos 3502,7 1 3502,7 0,950 0,334
Amplitude (L) 76513,2 1 76513,2 20,761 0,000
Tempo (Q) 24798,5 1 24798,5 6,728 0,012
Volume (Q) 190143,5 1 190143,5 51,59 0,000
Amplitude (L)*Tempo (L) 18832,5 1 18832,5 5,110 0,028
Erro 176899,6 48 3685,4

Total da soma quadratica 476901,2 53

Tabela 4S-Analise de variancia da extracdo por sonicacao na obtencao de cafestol.

Fatores Somados Graus de Quagr_ado = p- valor
Quadrados Liberdade médio

Blocos 1832,1 1 1832,13 1,896 0,175

Amplitude (L) 16859,8 1 16859,84 17,450 0,000

Tempo (L) 22253,9 1 22253,92 23,034 0,000

Volume (Q) 46469,2 1 46469,20 48,098 0,000

Amplitude (L) * Volume (L) 25531,7 1 25531,72 26,426 0,000

Tempo (L) * Volume (L) 25213,3 1 25213,30 26,097 0,000

Erro 45408,0 47 966,13

Total da soma quadrética 219067,5 53




100

CONCLUSAO GERAL

O trabalho permitiu propor condicbes para extracdo conjunta dos
diterpenos, caveol e cafestol, em café torrado substituindo as etapas de saponificacao
em banho e extracao liquido/liquido, pela saponificacdo em micro-ondas e extracao
em sonicador.

A condicdo de saponificacdo em micro-ondas sugerida foi de 80 °C
por 12 min. Mesmo com rendimentos inferiores ao método convencional, o uso de
micro-ondas mostrou-se promissor por permitir trabalhar em escala ampliada (5
vezes) e com reducdo de tempo (1/5 do tempo do processo convencional).

Para a extracdo por sonicacéao, foi proposto o emprego de amplitude
da onda ultrassonica de 164 um, do tempo de 6 min e do volume de solvente de 4 mL,
onde obteve-se rendimentos similares ao método liquido/liquido com menor tempo de
analise, devido a retirada de duas etapas de extracdo, e com reduzido consumo de
solvente.

As etapas propostas simplificaram e aceleraram o processo de
extracdo do caveol e cafestol, demostrando ser uma alternativa interessante ao

processo convencional.



