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RESUMO

O guarand ¢ o fruto amazonico com a maior concentracdo de cafeina ja reportada na
regido. A améndoa também € rica em polifendis, substancias associadas a atividade antioxi-
dante e a efeitos terapéuticos no corpo humano. Existe um grande interesse no desenvolvi-
mento de produtos a base de extratos ricos em substancias bioativas, tornando necessario o
estudo de técnicas extrativas que nao sé maximizem a concentracdo desses compostos, como
também sejam eficientes e ambientalmente corretas. Com base nisso, este trabalho propds um
novo estudo de extracdo hidroalcoolica dos compostos bioativos do guarana, em um sistema
de incubacdo shaker, com adi¢do de &cido citrico no meio extrator, um aditivo vastamente
empregado na conservacdo de alimentos. Realizou-se um planejamento fracionado 2°2 para
investigar os efeitos das variaveis tempo (4 — 10 h), temperatura (30 — 60 °C), concentracdo de
solvente hidroalcodlico ( CSH, 30 — 80 %), agitacdo (56 — 168 rpm) e presenca de acido citri-
co (0 — 0,1 g), aplicando como respostas os rendimentos de cafeina e compostos fendlicos
totais (CFT). A analise estatistica dos resultados foi feita no Software Statistica versdo 10.0 (p
= 0,05). Na anélise de cafeina, os rendimentos foram de 1,14 a 2,56 %, com melhor resultado
para 0 ponto: CSH = 80%; T = 60 °C; t = 10 h; agitacdo = 168 rpm; acido citrico = 0,1 g. Os
fatores com maior efeito estatistico foram, respectivamente, a agitacdo, CSH e tempo. O acido
citrico, apesar de ndo ter sido isoladamente significativo, apresentou efeito positivo e signifi-
cativo de interacdo com o tempo e a temperatura. Para a resposta CFT, os rendimentos foram
de 9,97% a 14,73%, sendo o melhor resultado para o ponto: CSH = 55%; T =30°C;t=7 h;
agitacdo = 112 rpm,; &cido citrico = 0,1 g. Nem um efeito foi relevante estatisticamente, ob-
servando-se a existéncia de curvatura no modelo, o que indica que o0 processo seria mais bem
descrito por um modelo quadrético. Ainda assim, o aditivo apresentou o efeito isolado com
maior impacto na extracdo de polifendis, além de ter apresentado efeito de interagdo com o
tempo e temperatura. Atraveés de uma funcdo de desejabilidade, estimaram-se as condigdes
Otimas de extracdo: CSH =55%; T = 60 °C; t = 10 h; Agitacdo = 168 rpm; acido citrico = 0,1
g. Assim, foi possivel desenvolver uma nova abordagem para extracdo de guarana capaz de
melhorar os rendimentos de cafeina e polifendis com adi¢do de acidulantes no meio extrator.

Palavras-chave: guarand, extracdo, cafeina, compostos fendlicos, acido citrico, mace-
racéo.



ABSTRACT

Guarana contains more caffeine than any other plants in the Amazon region. The seeds
of guarana contain in addition to alkaloid a mixture of polyphenol, which is associated with
antioxidante activity and health benefits on human body. It has been shown interest in deve-
loping plant extract based products, making it necessary to study extraction techniques that
are not only profitable, but it is also enviornmentally friendly and efficient. Based on this, the
new method of hydroalcoholic extraction in shaker incubator with addition of citric acid was
developed. A fractionated factorial design 2° was performed in order to investigate folowing
variables: temperature (30 — 60 °C), time (4 — 10 h), hydroalcoholic solution concentration
(HSC, 30 — 80 %), agitation (56 -168 rpm) and citric acid presence (0 — 0,1 g). Caffeine yields
and total phenolic compounds (TPC) were response variables. The statistical analysis was
conducted using the Statistica software (version 10) (p = 0,05). For caffeine extraction res-
ponse, it was obtained yelds between 1,14 and 2,56 %. The variables with greater statistical
significance were agitation, HSC and time. Citric acid presented positive interaction effect
with temperature and time, although it was not significant alone. For TPC, it was reached
yelds between 9,97% and 14,73%. No significant effect was noticed. Curvature effect was the
most important effect in this case, which suggets that a quadratic model would describe better
this process. In addition, citric acid was the most importante isolated effect, favoring TPC
yields, in addition to interact with time and temperature. The study showed that the optimum
conditions obtained through desirability function are: TPC = 55%; T = 60 °C; t = 10 h; Agita-
tion = 168 rpm; citric acid= 1 g. Thefore, a new approach for guarana extraction was able to
improve yields of caffeine and polyphenols under presence of acid additive.

Key-words: guarana, extraction, caffeine, total phenolic compounds, citric acid, mace-
raction.
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1 INTRODUCAO

Compostos bioativos sdo substancias capazes de gerar um efeito protetor na saude
humana. Estdo presentes principalmente em fontes naturais na forma de fitoquimicos, vitami-
nas, fibras e sais minerais (ABBAS et al., 2017). Recente pesquisa indica que cerca de 70%
das novas drogas produzidas nas Gltimas trés décadas sdo derivadas ou completamente forma-
das por moléculas bioativas de procedéncia natural (NEWMAN; CRAGG, 2016). Existe um
mercado biotecnoldgico em plena ascensdo no desenvolvimento de alimentos funcionais ino-
vadores, suplementos alimentares, nutracéuticos e novos medicamentos produzidos a partir de
biocompostos naturais (QUINTIN et al., 2019).

Considera-se a Amazonia a regido com maior densidade de recursos naturais do mun-
do, o que a torna um potencial mercado biotecnolégico de fonte de bioativos (GOUVEA
KASSICIEH; 2005). O guarana, fruto tipico da regido, é a espécie vegetal com maior concen-
tracdo ja reportada de cafeina no bioma amazénico, além de ser rico em polifendis
(SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013). Por conta de sua composi¢do, as améndoas sao
conhecidas pelos efeitos estimulantes, sendo parte importante no comercio local na producéo
de extratos, guarand em po, bebidas energéticas e gaseificadas (SILVA et al., 2019).

Estudos recentes indicam o potencial terapéutico do uso de extratos de guarana como
matéria-prima para producdo de suplementos alimentares, alimentos funcionais e medicamen-
tos ricos em bioativos. O derivado da semente pode ser aplicado no tratamento de desordens
gastrointestinais, como termogénico, agente antimicrobiano, como coadjuvante no tratamento
do céancer, antiobesogénico, dentre outros (SANTANA e MACEDO, 2018b).

Para que os beneficios dos compostos fitoquimicos sejam aproveitados, é necessario o
desenvolvimento de técnicas extrativas que consigam aumentar a concentracao e pureza des-
sas moléculas quando aplicadas em alimentos e nutracéuticos. Logo, a extracdo dessas subs-
tancias se torna uma etapa critica no desenvolvimento de novos produtos provenientes de fon-
tes naturais (IBARZ; BARBOSA-CANOVAS, 2003).

As técnicas tradicionais de extracdo envolvem o contato de um solvente liquido com a
matriz vegetal a fim de se solubilizar as moléculas de interesse. Métodos avancados englobam
0 uso de sistemas que permitem maior eficiéncia do processo, reduzindo tempo e impacto
ambiental. Desses ultimos, sdo exemplos a extracdo supercritica, extracdo assistida por micro-
ondas e extragdo assistida por ultrassom. Apesar do carater inovador, eles carecem de simpli-

cidade no uso, custo inicial elevado e, em alguns casos, pouca escalabilidade e versatilidade
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no tipo de moléculas extraiveis (AZWANIDA, 2015; LEFEBVRE; DESTANDAU; LESEL-
LIER, 2020).

A maceracdo € uma técnica tradicional de extracdo que ainda é bastante empregada na
obtencdo de bioativos naturais devido a sua simplicidade, flexibilidade, escalabilidade e baixo
custo operacional. A técnica consiste no contato do vegetal com o solvente em um sistema
fechado e agitado, geralmente & temperatura ambiente, por periodos que podem chegar a dias
de trabalho (GARCIA-VAQUERO; RAJAURIA; TIWARI, 2020). Industrialmente, faz parte
da producéo de extratos de guarana (CARCIOCHI et al., 2021).

Apesar das vantagens, a metodologia apresenta alguns problemas, tais como: longos
periodos de operacdo, grandes quantidades de solvente, degradacdo dos fitoquimicos e impac-
to ambiental (AZWANIDA, 2015). Por essa razao, estudos sobre formas de se melhorar o
processo estdo em constante evolucdo e se concentram no monitoramento de variaveis limi-
tantes da operacéo, tais como temperatura, tempo de extracdo, mecanismos de agitacao e tipo
de solvente empregado (OREOPOULOU, A; TSIMOGIANNIS; OREOPOULOQOU, V., 2019).

Além da andlise de variaveis criticas do processo, a implementacdo de aditivos quimi-
cos e bioldgicos no meio extrator também vem se tornando uma alternativa para aumentar a
taxa de extracdo de biocompostos naturais (ZIMMERMANN e GLEICHENHAGEN, 2011).
Essas substancias seriam capazes de alterar a interacéo entre solvente e soluto, facilitar a libe-
racdo dos compostos das células vegetais e alterar quimicamente a estrutura dos bioativos.
Exemplos incluem a extracdo em meio enzimatico, extracdo em meio acido ou basico e adicdo
de acidulantes orgénicos naturais no meio extrator, como &cido citrico ou acido géalico
(WANG et al., 2020).

O uso de acido citrico na extracdo tem como vantagem o fato de ser um conservante
natural vastamente empregado na prevencdo do escurecimento de alimentos frescos (RO-
CULLI et al., 2007). No meio extrator, ele seria capaz de prevenir a degradacdo de compostos
fendlicos, modificar a seletividade do solvente e alterar quimicamente a estrutura das molécu-
las alvo, tornando-as mais estaveis e biologicamente mais ativas (COX et al, 2019).

Alguns estudos sobre o efeito do &cido citrico na extracdo de polifendis e metilxanti-
nas de erva-mate e cha verde reportaram efeitos significativos na seletividade de solventes
(ZIMMERMMAN; GLEICHENHAGEN, 2011; DEMIR et al., 2015; SERDAR et al., 2016).
Para o caso do guarana, todavia, ndo ha estudos relacionados ao uso de &cido citrico como
aditivo na extracdo de seus principios ativos, 0 que seria uma nova alternativa para a extragao

da améndoa.
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Portanto, o problema cientifico deste trabalho refere-se a: qual o efeito do &cido citrico
e de algumas variaveis criticas do processo de extracdo por maceragdo (temperatura, agitacéo,
tempo de extracdo e composicdo do solvente) no rendimento em termos de concentracdo de
cafeina e compostos fenolicos do guarana?

Como hipdtese ao problema proposto, tem-se que: (i) a adi¢do de &cido citrico teria
efeito significativo na extracdo de compostos fendlicos e cafeina do guarand; (ii) a alteracdo
das variaveis criticas do processo de extracdo poderia melhorar o rendimento na obtencéo de
bioativos do guarand; (iii) a interacdo da adicdo de &cido citrico com uma ou mais variaveis
do processo extrativo por maceragao geraria efeito significativo no rendimento da extragéo.

Assim, o0 objetivo geral desta pesquisa consiste em investigar a extracdo de compostos
bioativos do guarand em um sistema de agitacdo shaker com adicdo de &cido citrico. Os obje-
tivos especificos séo:

o Determinar o efeito da mudanca das varidveis independetes tempo,
temperatura, concentracdo de solvente hidroalcodlico (CSH), presenca de acido citrico, bem
como seus efeitos de interacdo, no rendimento de biocompostos do guarand, com base nas
analises de cafeina e compostos fendlicos totais (CFT).

o Estabeler as regides Otimas de extragdo que maximizem o rendimento de

cafeina e CFT com base na andlise dos efeitos das variaveis independetes e suas interacoes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GUARANA: ASPECTOS GERAIS

O guarana é um fruto proveniente do guaranazeiro (Figura 1), um arbusto da familia
sapindaceas (Paulinia cupana H. B. K var. sorbilis (Mart.) Ducke) que ocorre naturalmente
no norte regido da Amazonia, especificamente na Guiana, Venezuela e nos estados do Ama-
zonas e Para, interior do Brasil (CARDOSO et al., 2017).

Anatomicamente, o fruto é uma cépsula recoberta por um pericarpo de cor avermelha-
da, cujo tamanho pode variar de 1,18 cm até 3,0 cm de comprimento e de 0,75 cm a 2,5 cm de
largura (Figura 2). Apds a maturacdo, as sementes surgem e contrastam com uma estrutura
carnosa branca chamada de arilo (POLO, 2006; MEDEIROS; H; FORZZA, R.; ACEVEDO-
RODRIGUEZ, R.; 2016). Cada capsula contem até trés améndoas, as quais representam o
principal constituinte de interesse do guarana (ATROCH; FILHO, 2018).

Figura 1 — Cacho de guarana in natura

Fonte: Filho (2012)
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Figura 2 — Estrutura morfoldgica do fruto do guaranazeiro
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Fonte: adaptado de Apolo (2006)

O bastédo foi a primeira forma de comércio do arbusto, cuja origem atribui-se aos in-
dios da tribo Satere-Maué, em Maués, Amazonas. Para obté-lo, as sementes passam por um
processo artesanal de fabricacdo em fornos de barro, culminando no “pao de warana” (Figura
3), usado no preparo de bebidas. Os gréos torrados, também conhecidos como ramas, fomen-
tam a producéo de extratos e xaropes e representam a principal forma de comercializagdo do
insumo, embora apresentem valor agregado inferior. Por fim, existe o formato em pd, comum
no comercio varejista e de maior valor comercial, usado principalmente para o preparo de
alimentos (TAVARES et al., 2005).

Figura 3 — Formas de comercializacdo do guarana. (A) sementes torradas ou ramas;
(B) po seco e torrado; (C) pasta de grdo moldada na forma de bastéo e desidratada por proces-
so de defumagéo.

Fonte: compilacdo do autor’

O Brasil € o maior produtor comercial global de guarana. O fruto é naturalmente
abundante nos municipios de Maués e Parintins, interior do estado do Amazonas (OZORIO;
ATROCH; FILHO, 2019). Conforme Tricaud, Pinton e Pereira (2016), a crescente demanda

! Montagem a partir de imagens coletadas de Martins et al. (2014) (A), fonte prépria (2021) (B) e de Beaufort
(2018) (C).
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industrial pelo produto no setor de bebidas e a modernizagéo do sistema de cultivo incentiva-
ram a integracdo de outros estados do pais na cultura do arbusto, sendo Bahia, Amazonas e
Mato Grosso, nessa ordem, os maiores produtores. De acordo com a CONAB (2020), a area

de plantacdo brasileira chegou a 10.097 ha em 2019, cuja producédo atingiu 2.761 t (Tabela 1).

Tabela 1 — Producdo, area de cultivo e produtividade do guarana em 2019

Estado Producdo (t) Area(ha) Produtividade (kg.ha™)
Bahia 1.624 5.603 290
Amazonas 858 3.954 218
Mato Grosso 145 326 449
Demais estados 134 214 626
Brasil 2.761 10.097 274

Fonte: adaptado de CONAB (2020)

O maior interesse por tras das sementes decorre de sua composicado quimica. O fruto é
rico em taninos e metilxantinas, principalmente a cafeina, uma substancia estimulante que
pode representar de 2,5% a 6% do peso seco do grédo (SCHIMPL; SILVA; GONGCALVES,
2013). Suas propriedades terapéuticas como estimulante, ténico e afrodisiado tornaram-se
mundialmente conhecidas apds os primeiros relatos do uso por tribos indigenas da regido de
Maués e impulsionaram a aplicacdo em bebidas. A criacdo do Guarana Antartica, em 1921, e
dos projetos da EMBRAPA de melhoria genética expandiram a inddstria do gréo e consolida-
ram seu comércio (MENEGHETT]I; SILVA, 2020).

Atualmente, os fitoquimicos do guarand vém sendo relacionados a beneficios para sa-
Ude, o que tem aumentado a inser¢do do produto em alimentos funcionais, remédios e suple-
mentos alimentares. Alguns dos beneficios incluem melhora na funcdo cognitiva, resisténcia
na préatica de atividade fisica, propriedades antimicrobianas e anticancerigenas (SANTANA;
MACEDO, 2018b).

1.1.1 Composicdo Quimica do Guarana

Em 1826, Theodor Martius inciou os primeiros estudos acerca dos constituintes quimi-
cos presentes nas sementes do guarand. Com auxilio do botanico Carl Martius, o pesquisador
foi quem primeiro isolou o principio estimulante da améndoa, denominando-o guaranina
(SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013). Descreveu-se a substancia como um composto
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cristalino, branco e amargo, cujas propriedades davam conta de que se tratava de um isémero
da cafeina (BEAUFORT, 2018).

Apesar de considerada, na época, uma nova substancia, anos mais tarde se descobriu
que a guaranina, na realidade, era um composto idéntico a cafeina (FIGUEROA, 2016). Em
1840, Berthelot e Dechastelus demonstraram que o principio ativo era um complexo formado
por polifenois, como as epicatequinas, e o alcaloide, conforme Figura 4 e 5, gerado a partir de
interacdes hidrofdbicas e ligacdes de hidrogénio entre os compostos, o que levou Martius
acreditar que se tratava uma nova espécie quimica (SPENCER et al., 1988; EDWARDS et al.,
2005; BEAUFORT, 2018).

Figura 4 — Complexo de cafeina e epicatequina. A) P4 liofilizado do complexo apds
precipitacdo em solucdo aquosa. B) Estrutura cristalina apés recristalizacédo

Fonte: Ishizu, Takashi e Sato (2016)
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Figura 5 — Complexo de cafeina e epicatequina (EP) (A). Modelo de célula unitaria (B).
Estrutura em camadas e interagdes moleculares (C).

A)

Cafeina

Fonte: Ishizu, Takashi e Sato (2016)

Além da cafeina, outras substancias de interesse estdo presentes no guarana. E possivel
detectar, em menor quantidade, outras metilxantinas, como a teobromina e a teofilina, além de
uma alta concentracdo de polifendis, principalmente taninos. Também fazem parte dos consti-
tuintes quimicos da améndoa os acidos graxos, polissacarideos, saponinas, proteinas, além de
tracos dos elementos rubidio, magnésio, ferro, niquel e estroncio, conforme se demonstra na
Tabela 2 (MARQUES et al., 2017).



Tabela 2 — Composi¢do quimica das sementes de guarana
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Substancia

Conteudo (%)

Referéncia

Farmacopeia

Cafeina

Taninos totais

Proteinas

Polissacarideos

Acucares

Fibras

Lipideos

Cinzas totais

Umidade

Niquel

Ferro

2,41 -5,07

50-141

7-16,29

30 - 65, 03

6,0-8,0
3,0-219

2,2—-6,25

1,0-2,88

4,3-10,82

0, 00005 -0,
0004
0,002 -0,05

(HENMAN, 1982; SPOLADORE et al.,
1987; BAUMANN et al., 1995; AN-
DRADE et al., 1999;
ZEIDAN-CHULIA et al., 2013; BIT-
TENCOURT et al., 2014; ROGGIA et
al., 2020; CARCIOCHI et al., 2021)
(MARX, 1990; USHIROBIRA et al.,
2004; FUKUMASU et al., 20064a;
YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007; AN-
TUNES, 2011; ROGGIA et al., 2020)
(ANGELUCCI et al., 1978; NAZARE,
1998; SANTANA e MACEDO, 2018a)
(ANGELUCCI et al., 1978; NAZARE,
1998; SANTANA e MACEDO, 2018a)
(ANGELUCCI et al., 1978)
(ANGELUCCI et al., 1978; ANTUNES,
2011; SANTANA e MACEDO, 2018a)
(ANGELUCCI et al., 1978; AVATO et
al.; 2003; ANTUNES, 2011; SANTANA
e MACEDO, 2018a)
(ANGELUCCI et al., 1978; MATTEI et
al., 1998; NAZARE, 1998; ANTUNES,
2011; SANTANA e MACEDO, 2018a)
(ANGELUCCI et al., 1978; MATTEI et
al., 1998; NAZARE, 1998; ANTUNES,
2011; SANTANA e MACEDO, 2018a)
(ADOLFO et al.; 2020)

(ADOLFO et al.; 2020)

>5

>4

<3

<95

Fonte: adaptado de Marques et al. (2017)
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Dentre os diversos fitoquimios que constituem o guarang, as metilxantinas, do ponto de
vista medicinal, sd0 os componentes que recebem maior atencdo (SALOMAO-OLIVEIRA et
al.; 2018). Conforme Carrageta et al. (2018), essas substancias vém sendo associadas a diver-
sos efeitos fisiologicos no corpo humano, incluindo o sistema nervoso, cardiaco, respiratorio e
reprodutivo. Podem-se encontrar aplicacdes relacionadas a efeitos diuréticos, inibicdo de ape-
tite, metabolismo de lipideos, reacdes psicoativas e cardioprotetoras (MONTEIRO et al.,
2018).

Além das metilxantinas, os polifendis presentes na semente também possuem atividades
bioldgicas com efeitos terapéuticos relevantes (SALOMAO-OLIVEIRA et al.; 2018). Devido
a sua capacidade antioxidante, esses compostos séo aptos a reduzir o estresse oxidativo das
células humanas, além de estabilizar a presenca de radicais livres (YONEKURA, 2016). Em
virtude de sua habilidade como modulador de marcadores relacionados ao cancer, os polife-
nodis, ainda, podem atuar como inibidores do crescimento de células cancerigenas (FANTINI,
2015).

1.1.1.1 Metilxantinas

As metilxantinas s&o compostos organicos naturais formados a partir de derivados me-
tilados de xantinas (NEHLIG, 2015; CARREGATA et al., 2018). Sdo complexos heterocicli-
cos de bases purinas concebidos a partir do atrelamento dos anéis imidazol e pirimidinadiona
(MONTEIRO; ALVES; SILVA, 2018). Cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teofilinia (1,3-
dimetilxantina) e a teobromina (3, 7-dimetilxantina) sdo as principais fontes naturais de me-
tilxantinas (Figura 6). Além delas, existe a paraxantina (1,7 - dimetilxantina), que se diferen-
cia das outras por ser proveniente do metabolismo da cafeina no corpo de animais, principal-
mente em humanos (MONTEIRO et al., 2016).

A estrutura quimica desses compostos é responsavel por conferir-lhes propriedades
distintas. A presenca do nitrogénio na posicdo 9 os transforma em bases fracas de Bronsted
com propriedades eletroliticas (SALIHOVIC et al., 2014). A teofilina , no entanto, é conside-
rada uma doadora de préton devido a auséncia de um grupo metil na posicdo 7, agindo, assim,
como um &cido de Bronsted em grande parte das aplicacdes farmacoldgicas (MONTEIRO et
al., 2016). De fato, o grupo metil vem sendo relacionado a propriedades fisiologicas da cafei-
na, por exemplo, cujo carater lipofilico acaba aumentando sua permeabilidade através de célu-
las e outras barreiras bioldgicas (NEHLIG; 2018; SAMI et al., 2018).



25

o
;LJD

Figura 6 — estrutura molecular das principais metilxantinas
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Fonte: adaptado de Carregata et al (2018)

No guarana, as metilxantinas estdo distribuidas em diferentes quantidades pelo arbus-
to, sendo a cafeina a representante em maior concentracdo. A maior parte esta na semente e
no cotilédone (primeiro par de folhas embrionarias da améndoa), enquanto o pericarpo e o
arilo possuem apenas tracos ou auséncia total das bases purinas, conforme descrito na Tabela
3, 4 e 5 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013). Esse espalhamento € reflexo de um me-
canismo evolutivo para proteger planta do ataque de pragas, além de facilitar a dispersdo da
semente por passaros, tendo em vista que as metilxantinas possuem propriedades toxicas para
alguns animais (BAUMANNA et al., 1995; MITHOFER; BOLAND, 2012; WECKERLE et
al., 2003).

Tabela 3 — Concentracédo de cafeina em diferentes partes do guarana

Produto  Rendimento (%) Referéncia

Arilo 0 (BAUMANN et al.,1995)

Testa 1,64 (BAUMANN et al.,1995)
Pericarpo 0,02-0,5 (BAUMANN et al.,1995; OLIVEIRA, 2010)
Semente 16-7.8 PIRES, 1949; MARAVALHAS, 1965; SPOLADORE et

al., 1987; BAUMANN et al., 1995; MEURER-GRIMES
etal., 1998; OLIVEIRA, 2010)

Folhas 0-0,3 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Caule 0-0,02 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Cotilénode 3,3-5,3 (OLIVEIRA, 2010)figur

Fonte: adaptado de Schimpl, Silva e Gongalves (2013) e Macedo e Santana (2018b)
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Tabela 4 — Concentracdo de teofilina em diferentes partes do guarana

Produto Rendimento (%) Referéncia
Arilo 0 (BAUMANN et al.,1995)

Pericarpo 0,203 (WECKERLE et al., 2003)

Semente 0,0039 - 0,017 (YONEKURA et al., 2016; MACHADO et al., 2018)
Folhas 2,0-50 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Caule 0,1-0,75 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Extrato 0,04-0,4

Fonte: adaptado de Schimpl, Silva e Gongalves (2013) e Macedo e Santana (2018b)

Tabela 5 — Concentracdo de teobromina em diferentes partes do guarana

Produto Rendimento (%) Referéncia
Arilo 0 (BAUMANN et al.,1995)

Pericarpo 0,001 (WECKERLE et al., 2003)

Semente 0,0028 - 0,013 (YONEKURA et al., 2016; MACHADO et al., 2018)
Folhas 0,2-0,65 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Caule 0,02 -0, 09 (SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013)
Extrato 0,63-1,77 (SANTANA e MACEDO, 2018a)

Fonte: adaptado de Schimpl, Silva e Gongalves (2013) e Macedo e Santana (2018b)

Conforme se observa na Tabela 3, 4 e 5, os valores de fitoquimicos apresentam faixas
de variabilidade. Consoante com Bertin et al. (2014), fatores geograficos, origem botanica,
natureza do cultivo e condicOes de extracdo atuam diretamente no perfil de compostos da se-
mente.

Em um estudo sobre perfil quimico do guarana , Silva, G. S. et al. (2017) confirma-
ram uma diferenca significativa entre amostras provenientes do Amazonas e Bahia,conforme
Analise de Componentes Principais (ACP) (Figura 7). O estudo se baseou no perfil metaboli-
co das amostras de quatro regides distintas, com base no tempo de retencdo e razdo carga-
massa obtidos por CLAE -EM.
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Figura 7 — Mapa percentual da ACP. PC1 e PC2 representam 0s componentes princi-
pais 1 e 2 respectivamente, cuja contribuigéo foi de 79 % no total de variancia cumulativa
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Fonte: adaptado de Silva, G. S. etal. (2017)

Ja Ushirobira et al. (2004) verificou niveis diferentes de metilxantinas e taninos relaci-

onados a forma de secagem do gréo, conforme dados da Tabela 6.

Tabela 6 — Concentracdes de metilxantinas (MX) e taninos totais (TT) de amostras de
guarana obtidas por andlise espectrofotométrica. DP — desvio padrdo; CV — coeficiente de
variacdo

Secagem MX + DP ug.mL*(CV) TT +DP % (CV)

Tacho de barro, 2 h
Torrado ao Sol
Tacho de barro, 4 h
Tacho metalico com agua, 2,5 h
Tacho metalico com &gua, 4h
Tacho metalico sem agua, 4h

8,69 0,34 (3,98)
5,80 + 0,27 (4,65)
7,17 + 0,21 (3,01)
6,78 + 0,18 (2,70)
8,39 + 0,18 (2,20)
7,06 +0,15 (2,13)

254,14+ 0, (6.13)

3,00 + 0,21 (6,93)
4,74+ 0, 04 (0, 08)
4,88 + 0,19 (3,95)
5,05 + 0,30 (5,91)
530 + 0,14 (2,62)

Fonte: adaptado de Ushirobira et al. (2004)

Em relagdo a outras fontes naturais de bases purinas, a Paullinia sp. possui relativa-
mente concentragdes maiores de cafeina (SPOLADORE, 1987; HECKMAN et al., 2010;
OLIVEIRA, 2010; SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013). Os frutos do arbusto podem
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ter um teor do alcaloide até 4 vezes maior que o café, 30 vezes quando comparado as semen-
tes de cacau e 10 vezes em relacdo a erva-mate (EDWARD et al., 2005).

A cafeina é o principa alvo de estudos cientificos sobre o guarana, ja que apresenta a
maior concentracdo dentre os fitoquimicos do fruto, além de estar associada aos principais
efeitos decorrentes do seu consumo (MARQUES et al., 2017). Desde que ela foi isolada em
1820 por Friedlieb Ferdinand Runge em sementes de café (C. ardbica) e folhas de cha-da-
india (C. sinesis), a substancia passou a ser alvo de estudos demonstrando seus efeitos farma-
coldgicos, especialmente como um poderoso estimulante do sistema nervoso central (MAR-
TINI et al., 2016; NEHLIG, 2018).

Considerada a droga psicoativa mais consumida no mundo, a 1,3,7 —trimetilxantina
estd presente em diversos alimentos, principalmente no café, refrigerantes, chocolate, bebidas
energéticas, chas, suplementos alimentares e medicamentos (ALSABRI et al., 2018; QUA-
DRA et al., 2019). Além do guarana, ela pode ser encontrada em mais 60 espécies diferentes
de plantas, sendo o café a principal delas (BARONE e RONERTS, 1996). Em 2018, segundo
a Acute Market Report (2020), o mercado dessa metilxantina foi avaliado em torno de US$
231,1 milhdes, despontando Estados Unidos e Unido Europeia como principais consumidores,

enquanto América Latina e Asia sdo as maiores regides produtoras (Figura 8).

Figura 8 — Consumo e producdo de café e cha pelo mundo
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Fonte: adaptado de Latosinska, J e Latozinska, M. (2017)
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O consumo médio anual chega a 120 mil toneladas por ano, dos quais 79% séo prove-
nientes do café, 15 % do cha e 6% vém do cacau, mate e outras fontes. Conforme se observa
na Figura 8 a principal fonte de cafeina no Ocidente € o café, enquanto no Oriente ha uma
predilecdo pelo cha. Dentre os 60 paises exportadores de café, o Brasil se destaca como um
dos maiores consumidores, chegando a 5 kg per capita anualmente. J& 0s europeus apresentam
uma faixa de consumo per capita que varia de 3 a 10 kg a cada ano (LATOSINSKA, J e LA-
TOZINSKA, M., 2017).

Em virtude do grande nimero de usuarios espalhados pelo mundo, a cafeina tornou-se
objeto de diversos estudos demonstrando seu metabolismo e efeito no corpo humano (TEM-
PLE et al., 2017). A substancia tem a capacidade de estimular o sistema nervoso central, além
de promover a secrecdo de hormdnios e alterar parametros fisioldgicos do organismo (BAR-
CELOS et al., 2020). A principal forma de ingestdo acontece por via oral e, devido a sua ca-
racteristica lipofilica, é rapidamente absorvida pelo organismo (GONZALES et al., 2014).

Uma vez ingerida, a cafeina € inicialmente metabolizada no figado (Figura 9). Nos
hepatocitos, o metabolismo primario do alcaloide € desencadeado pela familia de enzimas
citocromo P450, especificamente a isoenzima hepatica CYP1A2, responsavel por cerca de 95
% do processo de metabolico. Através de uma reacdo de desmetilacdo, a cafeina é transfor-
mada em seus respectivos metabdlitos: teofilina (4%), paraxantina (84%) e a tobromina (12%)
(SILVA, L. D. et al., 2017; NEHLIG, 2018; BARCELOS et al., 2020) . Cada uma dessas
substancias exerce papel bioldgico nos diferentes tecidos do corpo, cuja intensidade e efeito
dependerdo da idade, sexo, dose consumida, genética e interacdo com outras drogas
(NEHLIG, 2018).
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Figura 9 — Metabolismo da cafeina no organismo humano
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Fonte: Barcelos et al (2020)

No organismo, o estimulante possui meia-vida de 4 a 5 horas em adultos, podendo ser
menor para fumantes e maior em mulheres gravidas, recém-nascido, criancas e quando asso-
ciado ao uso de contraceptivos (ALSABRI et al., 2018). Ja a liberacdo apresenta uma taxa
variavel para cada individuo, ficando entre 1 e 3 mg.kg’.min™ enquanto o pico plasmico
ocorre cerca de 1 hora apés a ingestdo (RYBAK et al., 2015). Estudos indicam que quanto
maior a dose consumida, menor é a taxa de liberacdo da cafeina, como consequéncia da satu-
racdo de paraxantinas na circulacdo sanguinea e consequente interferéncia no metabolismo do
composto (NEHLIG, 2018).

O efeito que a cafeina e seus metabolitos exercem no corpo se deve a varios mecanis-
mos de acao, e o principal deles esta relacionado ao antagonismo nos receptores de adenosina
Al e A2A (SAWYNOK, 2011). Devido a sua estrutura quimica similar as adenosinas, a cafe-
ina tem efeito modulatdrio nos receptores dessas moléculas, inibindo sua agdo e provocando
diversos efeitos no sistema nervoso central, tais como: insdnia, aumento da frequéncia cardia-

ca e respiratoria, efeito analgésico (associado a outros medicamentos), estimulo de fungdes
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psicomotoras e comportamentais e regulacdo do metabolismo sistémico (NAYAK e TEJ,

2018). Os principais efeitos da cafeina estdo sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1 — Efeitos da cafeina investigados e seu impacto

Resultado

Impacto da cafeina’

Comentarios

Efeito cognitivo - Mais significativo em individuos retrai-
- dos e cansados
Desordem neuroldgica g 1 Beneficios mas pronunciados em mulhe-
o res
Alivio de dor . 1 Funciona junto a outros analgésicos
Funcdes cardiovasculares o Efeito dose-dependente nos batimentos
o cardiacos e na pressdo sanguinea
Sistema vascular - A cafeina causa vasoconstri¢do. Pode
= aumentar o risco de isquemia cardiaca
Efeitos reprodutivos B Altas doses de cafeina aumentam o risco
e de aborto espontéaneo
Anomalias congénitas (S Sem associagdo clara
Peso ao nascer = Correlagéo negativa entre a ingestdo de
- cafeina e peso ao nascer
Lactagéo B Pode aumentar a agitacdo e prejudicar o
e sono em bebés
Desordens comportamen- P O consumo de bebidas energéticas € po-

tais em criancas

sitivamente associado a resultados com-
portamentais negativos

Distlrbios de sono

A cafeina causa disturbios de sono em
todas as populagdes estudadas

Morte 1 | Raro
Hidratacdo e diurese ) Sem associagéo clara
Cancer ) Sem associagdo clara, porém ha poucos
estudos
Bexiga hiperativa : ) Primariamente em mulheres com sinto-
o mas de bexiga hiperativa pré-existentes
PN

Interacdo com drogas

Potencial interacdo negativa com muitos
medicamentos

Fonte: adaptado de Temple et al (2017)

2 As setas indicam impacto positivo, negativo e auséncia de impacto nos resultados. Quanto maior o nimero de

setas, maior sera o impacto.
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Embora apresente beneficios para o corpo, 0 uso excessivo desse psicoativo pode cau-
sar efeitos adversos quando consumido em excesso. Doses acima de 500 mg.dia™ podem cau-
sar 0 que se chama de cafeinismo, efeito toxico da cafeina caracterizado pelos sintomas de
ansiedade, insbnia, perda de apetite, inquietude e sintomas somaticos no sistema cardiovascu-
lar e gastrointestinal. Apesar de ser rara, a morte causada por overdose de cafeina pode acon-
tecer quando o consumo for acima de 5 g.kg™ para adolescentes e 8 — 10 g.kg ™ para adultos
(MINISTERRADET, 2008).

Do ponto de vista das propriedades fisico-quimicas, a cafeina € um pd incolor, inodoro
e levemente amargo, apresentando ponto de sublimacdo de 180 °C e ponto de fusdo de 236,5
°C a pressdo atmosférica. A temperatura ambiente, ela é mais soltvel em solventes orgénicos,
como cloroférmio, que em agua; ja em relacdo as outras metilxantinas, apresenta maior faci-
lidade em formar solucdo em solventes polares, conforme a Tabela 7. Estudos indicam que a
presenca do grupo metil nos dois anéis heterociclicos desses compostos é responsavel pelas
diferencas nas suas propriedades (SPILLER, 1998).
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Tabela 7 — Solubilidade das metilxantinas em diferentes solventes

Solvente Cafeina (%0) Theobromina (%) Theofilina (%0)
Agua, 150 °C 1,3 - -
Agua 2,2 0,005 0,83
Agua, 400 °C 4,6 -
Agua, quente - Solavel -
Agua, 800 °C 18,2 - -
Agua, fervendo 66,7 0,67 -
Eter 0,3 Quase insoltvel Moderadamente
solavel
Alcool, 600 °C 4,5 - -
Alcool 1,2 1,25 -
Alcool, 600 °C 45 - -
Alcool 95% 0,045 - -
Acetato de etil 2,5 - -
Cloroférmio 13,0 Praticamente insolGvel 0,91
Acetona 2,0 - -
Benzeno 1,0 Praticamente insolGvel -
Benzeno, fervendo 4,5 - -
Pirrol Livremente solGvel - -

Tetrahidrofurano e 4%  Livremente soltvel - -
de 4gua
Eter de petréleo Moderadamente so- - -
lGvel
Tetracloreto de carbono  Praticamente insolU-  Praticamente insolUvel -

vel

Fonte: Spiller (1998)

A determinacédo e quantificacdo desses compostos sdo de suma importancia para o es-
tudo das suas diversas fontes e controle das dosagens em produtos consumiveis. Dessa forma,
o0s principais métodos analiticos envolvidos no estudo da cafeina sdo os cromatogréaficos aco-
plados a sistemas de deteccdo espectrofotométricos. Devido ao alto custo envolvido na analise
com esses equipamentos, novos métodos vém sendo desenvolvidos, prometendo padrdes de

precisdo similares, porém a um custo mais acessivel. Como exemplo, podem-se citar os méto-
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dos eletroquimicos, como o sistema de voltametria ciclica, que sera usado neste trabalho
(LATOSINSKA, J e LATOZINSKA, M., 2017).

1.1.1.2 Polifenois

O polifendis sdo compostos naturais formados por um ou mais anéis aromaticos aco-
plados a um grupo hidroxil. Existem mais de 8000 espécies dessas substancias, as quais estao
presentes, sobretudo, em vegetais, frutas, café, cereais, cha e vinho (SHAH et al., 2018). Sao
responsaveis por conferir caracteristicas organolépticas a plantas, especialmente o gosto
amargo, além de proporcionar a diferenca de cor entre muitas frutas e vegetais (ALARA,;
ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

Como metabolitos secundarios sintetizados nos vegetais, agem na defesa contra micro-
organismos invasores, em decorréncia da acao toxica que o grupo hidroxil proporciona. Atu-
am, ainda, na protecdo dos tecidos vegetais contra acdo de raios ultravioletas (UV) (SHIR-
MOHAMMAD; EFHAMISISIA; P1ZZI1, 2018). Além disso, constituem parte importante da
dieta humana, em virtude de suas propriedades bioativas no organismo (TSAO, 2010;
ABBAS et al., 2017).

Os polifendis apresentam uma grande diversidade e distribuicdo, logo, sua classifica-
cdo adota diferentes critérios, tais como estrutura quimica, fungdo biol6gica e origem (TSAO,
2010). O fenol (Figura 10) € o monémero que forma a base de um polifenol e, conforme sua
estrutura e acoplamento com outras funcdes organicas, permita a classitifacdo dessas substan-
cias tal como se demonstra na Figura 11 (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

Figura 10 — Estrutura quimica de um fenol
H
"

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2021)
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Figura 11 — Classificacdo dos compostos fenolicos de acordo com a estrutura quimica

COMPOSTOS FENOLICOS

Acidos fendlicos Flavonoides Taninos Estilbenes
© . 5i . Taninos
~Acidos . Flavonois
. . . . condensados
hidroxidobenzoicos . Flavandéis
o . Taninos
. Acidos . Flavonas
. A hidrolisaveis
hidroxicinamicos _ Antocianidinas
. Isoflavonas

Fonte: adaptado de Alara, Abdurahman e Ukaegbu (2021)

No guarana, os flavandis séo o principal grupo presente de fendlicos. Também chama-
dos de flavan-3-ol, os flavanois sdo uma subclasse de flavonoides (Figura 12) ocorrentes em
bebidas como vinho tinto, suco de frutas, chocolate e cha verde. Sao caracterizados pela hi-
droxilacdo nas posicoes 5° e 7° do anel A e 3° 4° e 5° no anel B (Figura 13). J& no anel C,
existe a possibilidade de esterificacdo por acido galico ou hidroxilagcdo, ambas na posicdo 3
(TSAO, 2010; SILVA, G. S. etal., 2017).

Figura 12 — Estrutura quimica geral de um flavonoide

4!
5!

Fonte: Fraga et al. (2019)



Figura 13 — Estrutura quimica dos isémeros de flavanois

OH

Fonte: adaptado de Colomer et al. (2017)
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Catequinas R1 R2
(+)-Catequina H

(+)-Galato de catequina Galoil
(+)-Galocatequina H OH
(+)-Galato de galocatequina Galoil | OH
Epicatequina R1 R2
(-)-Epicatequina H

(-)-Galato de epicatequina Galoil
(-)-Epigalocatequina H OH
(-)- Galato de epigalocatequina | Galoil | OH

Os flavandis possuem 2 centros quirais na posicdo C2 e C3 do anel C. Consequente-

mente, sdo capazes de formar quatro diasteroisdmero: as catequetinas, isomeros de configura-

cdo trans, e as epicatequinas, isdmeros de configuracdo cis, cada uma possuindo 2 estereoi-

someros diferentes, conforme descrito na Figura 13 (TSAO et al., 2003).

Além dessas estruturas, os flavan-3-ols também sdo capazes de gerar compostos poli-

méricos a partir dos mondémeros epicatequina e catequina, as chamadas proantocianidinas.

Também conhecidos como taninos condensados, esses compostos sdo altamente antioxidantes

e podem apresentar duas subclasses, as procianidinas do tipo A ou B, a depender da licdo que

ocorre entre as unidades monoméricas. No tipo B, a ligacdo acontece na forma C4-C6 ou C4-

C8. Enguanto o tipo A é caracterizado por apresentar uma ligacdo adicional no C2-O-C7 ou
C2-0O-C5 (TSAOQ et al., 2003; COLOMER et al., 2014; SILVA, G. S. et al., 2017). Na figura

14, estdo alguns representantes desse grupo.
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Figura 14 — Estrutura molecular de algumas proantocianidinas

Procianidina Al Procianidina A2

L,
HO O~ OH

OH

Procianidina B2

OH
OH
OH = |

OH

<
- OH

Fonte: adaptado de Bansode et al. (2014)

Em sementes de guarana, a manifestacdo dos flavanois estd associada a coloracdo es-

cura e sabor amargo dos extratos. Machado et al. (2018), em um estudo sobre o perfil de

compostos bioativos do guarana, identificou 8 diferentes tipos de polifendis, englobando as

catequinas, epicatequinas e oligopolimeros de proantocianidinas. Na Tabela 8, estdo sumari-

zadas as concentracGes meédias dos principais compostos fenolicos presentes no guarana, se-

gundo estudos diferentes.

Tabela 8 — Concentracdo média de polifendis no guarana

Composto Produto Rendimento (%) Referéncia
Catequina Semente 30 ‘
Epicatequina Semente 2,02 (YONEKURA et al., 2016)
Galato de epicatecquina Extrato 0,1-0,4 (MAJHENIC; SKERGET;
KNEZ, 2007)
Proantocianidina B1 Semente 0,372 (YONEKURA et al., 2016)
Proantocianidina B2 Semente 0,372 (YONEKURA et al., 2016)
Proantocianidina A2 Extrato 0,025 - 0,06 (MACHADO et al. 2018)

Fonte: adaptado de Santana e Macedo (2018b)
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Em relacdo as aplicacOes, os compostos fendlicos sdo parte importante da dieta huma-
na e vém sendo relacionados a reducgdo no risco de algumas doencas cronicas, tais como can-
cer, doencas cardiovasculares, inflamagdes e uma série de patologias degenerativas, além do
carater antimicrobiano (DZAH et al., 2020; FORNI et al., 2019; TOME-CARNEIRO e VISI-
OLlI, 2016). Uma vez que boa parte delas estd associada ao estresse oxidativo resultante da
atuacdo de radicais livres, como oxigénio reativo e espécies nitrogenadas, os polifenois, exi-
mios agentes antioxidantes, teriam um papel significativo no combate a essas enfermidades
(ABBAS et al., 2017; ALARA et al., 2018).

A atividade antioxidante dos polifenois se deve, sobretudo, a estrutura altamente con-
jugada de suas moléculas e aos seus padrdes de hidroxilagdo. Eles seriam capazes de doar um
par de elétrons, um atomo de hidrogénio ou atuar como agentes quelantes de metais, neutrali-
zando a acdo de radicais livres, aléem de impedir ou desativar a atividade de espécies precurso-
ras dessas moléculas. (DZAH et al., 2020; VILLANO et al., 2007). Os principais mecanismos
reacionais envolvidos nessa ativididade estdo presentes na Figura 15:

Figura 15 — Mecanismos de reacdo através dos quais os polifendis expressam ativida-
de antioxidante. R — Radical livre; M — Metal

O/H o

[; + R — <:j + RH Transferéncia de atomo de hidrogénio
Ar Ar
o~ : o

+ R — + R Transferéncia de elétron unitario

Fonte: Adaptado de Makris e Boskou (2015)
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Adicionalmente, os polifendis podem atuar na modulacdo de enzimas e executar ativi-
dade regenerativa de algumas vitaminas essenciais, atuando como um co-antioxidante (OU-
YANG et al., 2019; TSAO, 2010).

Entretano, estudos recentes vém demonstrando que a concentragdo que esses COmpos-
tos alcangcam nos tecidos, emalguns casos, nao € alta suficiente para justificar um efeito antio-
xidante significativo in vivo diretamente (CHIRIAC et al., 2021; LI et al., 2014). Em vez dis-
S0, outros mecanismos poderiam estar envolvidos na acdo bioldgica dos polifendis, tais como
sua interacdo com receptores celulares e vias de transducéo de sinal, gerando respostas adap-
tativas no organismo que estariam associadas aos diversos efeitos terapéuticos dessas molécu-
las (FRAGA et al., 2019).

No que se refere a quantificacdo e identificacdo dos polifendis, ndo existe um proto-
colo padrdo definido, uma vez que hd uma grande variedade dessas espécies quimicas em
fontes naturais diversas (CHIRIAC et al., 2021). Entretanto, os métodos espectrofotométricos
ainda sd@o a principal forma de determinacdo dessas substancias. Eles sdo rapidos e de fécil
aplicacdo, ainda que sejam pouco especificos. Para quantificacdo mais acurada dos polifendis,
técnicas de separacdo, como Cromatografia Liquida de Alta Performance e Cromatografia
Gasosa, sdo constantemente aplicadas juntamente a espectrofotometria(GLEICHENHAGEN
e SCHIEBE, 2016).

1.1.1 Aplica¢des Farmacologicas

O guarana esta presente em diferentes produtos do mercado e pode facilmente ser en-
contrado em lojas de suplementos, tanto fisicas quanto virtuais (MARQUES; KLEIN; MELL,;
2019). O formato em p6, em geral, esta disponivel na forma bruta, dentro de capsulas ou mis-
turado a suplementos alimentares e combinados de ervas medicinais. Ja o extrato pode estar
contido em cosméticos, bebidas gasosas, energéticos, fArmacos e xaropes (SANTANA e
MACEDO, 2018b).

O uso disseminado do guarana em produtos alimenticios, especialmente nos chamados
alimentos funcionais, é atribuido principalmente aos efeitos terapéuticos associados aos com-
postos bioativos do fruto. Por esta razéo, ele aparece na Farmacopeia Brasileira como uma
droga vegetal, assim como em codigos farmacéuticos do Meéxico, Estados Unidos e de varios
paises da Uni&o Europeia (SALOMAO-OLIVEIRA et al.; 2018).

Em decorréncia do interesse sobre os efeitos que o consumo do guarana geraria na sa-

ude humana, varios estudos vém sendo feitos para comprovar suas aplicagdes farmacologicas.
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As metodologias usam principalmente o extrato de guarana, além de comparar o efeito com-
binado com outras ervas e compostos isoladamente, tal como a cafeina e os polifendis. Assim,
abordagens realizadas em humanos, animais e células vém demonstrando efeitos terapéuticos,
conforme descrito no Quadro 2 (MARQUES et al., 2017).

O guarana estéa presente em varios suplementos alimentares, muitos deles combinados
com ervas medicinais, prometendo auxiliar na perda de peso. De fato, alguns estudos nos
quais se administraram doses suplemententares contendo extrato de guarand em humanos de-
monstraram resultados positivos na reducdo de indices lipidicos e peso (KALMAN et al.
2002; LIMA et al., 2005; PALMA et al., 2016; YONEKURA et al., 2016). O mecanismo de
acdo estaria relacionado a potencial acdo modulatéria nos minRNAs e ao aumento do metabo-
lismo energético e estimulo da biogénese mitocondrial, mesmo em dietas ricas em gordura
(LIMA, CARIA; GAMBERO; RIBEIRO, 2018).

Quadro 2 — Relagdo de efeitos terapéuticos do guarana ja estutados

Efeitos terapéuticos

Estudo em humanos Estudo em animais Estudo em células

& .
ﬂ.ﬁ '*'“ e ]
Q
Anticancer Anti-inflamatério Anti-adipogénico
Anti-inflamatério Antitumoral Antiproliferativo
Anti-obesogénico Ansiolitico Citoprotecao
Antitumoral Panicolitico
Neuroprotetivo Anti-obesogénico

Neuriprotetivo

Fonte: adaptado de Santana e Macedo (2018a)

Alguns estudos correlacionam o uso do guarana com a melhora da capacidade cogniti-
va e saude mental. O beneficio estaria associado principalmente & alta concentragdo de cafei-
na da améndoa associada a suplementos minerais, haja em vista que a metilxantina é conheci-

da por sua capacidade de aumentar os niveis de excitacdo e estado de alerta. Entretanto, exis-




41

tem estudos controversos quanto ao efeito (KENNEDY et al., 2004; HASKELL et al.,2007;
POMPORTES et al., 2017).

O efeito ansiolitico do extrato de guarana pode ser uma alternativa para a criacdo de
drogas de menor custo no tratamento de doengas mentais. Estudos com extrato de guarana
administrados em roedores demonstraram uma contribuigdo positiva no sistema neurotrans-
missor glutaminérgico, dopaminérgico e serotonérgico, 0s quais estdo associados ao estado de
euforia e tensdo (RANGEL e AUDI, 2013).

Adicionalmente, é possivel encontrar pesquisas ressaltando o efeito protetor que o
guarané exerce em diversos tecidos e 6rgdos do corpo humano. Por exemplo, demonstrou-se
que o extrato seco da semente tem propriedades gastroprotetivas superiores a cafeina (CAM-
POS et al., 2003). Em roedores, 0 pd do guarand apresentou beneficios hepatoprotetivos
(KOBER et al., 2016). Outros estudos ressaltaram a capacidade neuroprotetora e de inibicao
da acetilcolinesterase, o que abriria caminho para 0 uso do guarand como uma terapia adju-
vante no tratamento de doencas cognitivas, como o Alzheimer (TREVISAN e MACEDO,
2003; BITTENCOURT et al., 2014).

Outra emergente aplicacdo do guarana ¢ a utilizacdo como agente antimicrobiano. O
uso do extrato aquoso em forma de enxaguante bucal demonstrou efeito estatisticamente efi-
caz no tratamento de placa bacteriana na superficie dental (YAMAGUTI-SASAKI et al.,
2007). Estudos in vitro constataram a acdo de extrato etanolico de guarana contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas, principalmente a P. aeruginosa, P. vulgaris,P. mirabilis e
E. coli (BASILE et al., 2005).

Por fim, destaca-se também o uso tdpico do guarana no desenvolvimento de cosméti-
cos. Um estudo aplicando extrato aquoso em C. elegans mostrou-se eficaz no aumento da
vida Util e atenuacdo de marcadores do envelhecimento, demostrando a acdo antienvelheci-
mento da améndoa (PEIXOTO et al., 2017). A presenca de saponinas no guarand, como subs-
tancias detergentes, tem justificado sua aplicacdo como xampu, melhorando a acdo de limpeza
do produto. Além disso, o efeito antioxidante dos compostos fendlicos atuaria na protecdo da
fibra capilar contra agressoes externas (CAMPOS; LEITE, 2020).

1.1.2 Processamento e producado de extrato

Apbs a colheita, 0 guarana passa por uma série de processos de beneficiamento, con-

forme Figura 16, visando & obtencdo de produtos com alto teor de cafeina. A principal forma
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de concentracdo consiste na obtencdo de extratos da semente na forma de solugdes hidroal-
coolicas (SANTANA e MACEDO, 2018b). Elas podem conter até o dobro da concentragdo
de cafeina encontrada na semente, pelo que justifica o uso no preparo de bebidas energéticas
(SCHIMPL; SILVA; GONCALVES, 2013).

A primeira etapa do processo € o despolpamento. Essa fase consiste na fermentacéo da
massa do fruto para separa-la do gréo, levando cerca de 2 a 5 dias até que se desprenda total-
mente. Em seguida, realiza-se a separagdo final em despolpadoras (TAVARES et al., 2005).
Devido ao gargalo gerado pelo grande tempo de fermentacdo, novas tecnologias vém sendo
desenvolvidas para elimina-la do beneficiamento, como o uso de desracemadores (SANTOS,
2018).

Figura 16 — Beneficiamento do guarana
| |

Fermentacdo (2a5

dias) —> Despolpamento
v
|
Torrefacdo (com
Lavagem adicao de agua)
v
|
-Extrato
Retirada da casquilha ——> Sementes secas -Guarana em p6
-Bastéo

Fonte: adaptado de Tavares et al. (2005)

No passo consecutivo, as sementes secas e lavadas sdo separadas, através de peneiras,
de acordo com seu tamanho, uniformizando as suas dimensdes para a operagao seguinte. Du-
rante a torrefacdo, despejam-se as améndoas em fornos de barro ou metalicos, em fogo baixo,
permanecendo até atingirem o ponto de estalo, o qual acontece quando o teor de umidade das

sementes chega entre 5% e 7%, ideal para 0 uso como bastdo. No caso da aplicacdo na indus-
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tria de refrigerantes, o valor deve estar entre 8% e 12% (TAVARES et al., 2005; SOUZA,
2016).

As sementes secas sdo a principal forma de comercializacdo do grdo. E, sobretudo,
através delas que se obtém os extratos de guarana, embora eles possam ser produzidos a partir
do p6 também. A producdo de extrato esté ligada principlamente a industria de bebidas e toni-
cos, correspondendo, por exemplo, a cerca de 70 % de todo destino das sementes na regido de
Maués, uma das maiores localidades produtoras do pais (MARQUES et al., 2017).

O método tradicional de producdo de extrato é feito por meio de extracdo solido-
liquido a quente, usando uma mistura de etanol e &gua como solvente (CARCIOCHI et al.,
2021). Os extratos hidroalcodlicos, assim que gerados, passam por uma etapa de concentra-
¢do, que consiste na evaporacdo do alcool, podendo, entdo, ser destinado aos produtos finais.
Na Figura 13, esta descrito o processo de obtencao industrial do extrato, conforme patente da
empresa Coca-Cola (TURANO, 2006).

Figura 17 — Fluxograma do processo industrial de producdo de extrato de guarana
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Fonte: adaptado de Turano (2006)
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Novas tecnologias e métodos de extracdo vém sendo desenvolvidos no campo de
compostos naturais. Essas inovagdes visam aumentar a concentracdo, bioatividade e biodis-
ponibilidade das substancias fitoquimicas, além de evitar degradacdo durante 0s processos
extrativos e mitigar impactos ambientais (CHIRIAC et al., 2021). Alguns parametros, como
temperatura, pH, agitacdo mecanica e natureza do solvente sdo fatores cruciais do processo,
sendo decisivos no rendimento e recuperagdo dos bioativos (OREOPOULOQOU, A; TSIMOGI-
ANNIS; OREOPOULOQOU, V., 2019). Nos proximos topicos, serdo discutidos esses e outros

aspectos envolvendo a operacao de extracao.

2.2 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

2.2.1 Teoria e principios

A extracdo sélido-liquido é uma operacdo de transferéncia de massa que tem como
principio a separacdo de um ou mais componentes de uma fase solida, o soluto, através de
uma fase liquida ou gasosa, o solvente (WELTY et al., 2007). No contexto dos compostos
bioativos, seu principal objetivo € isolar fitoquimicos em extratos com baixo teor de substan-
cias indesejaveis (IBARZ; BARBOSA-CANOVAS, 2003). Pode receber diversas denomina-
¢des, como lixiviacdo, percolacdo, lavagem, etc. No entanto, quando o produto de interesse
estd na fase sélida, caso deste trabalho, lixiviacdo € um termo frequentemente empregado
(TREYBAL, 1981).

Em geral, a extracdo de compostos biotativos de fontes naturais é feita usando a matriz
vegetal seca como material de partida, pois a umidade aumenta a atividade enzimatica e con-
sequente degradacdo dos compostos naturais (DENG et al.,2018). Celulose, hemicelulose e
lignina sdo os componentes responsaveis por formar toda a malha de tecidos vegetais em que
os fitoquimicos estdo inseridos (CHEN et al., 2018). A lixiviacdo, assim, envolve o0 acesso do
solvente a essas estruturas para solubilizagcdo dos componentes de interesse.

O mecanismo de transferéncia de massa envolvido na extracdo &, em grande parte,
explicado pela teoria da difusdo molecular, também conhecida como a segunda lei de Fick.
(GUERKE et al., 2018). A seguir, destacam-se os trés estagios que envolvem o modelo difu-
sional dessa operagdo, conforme Ibarz e Barbosa-Canovas (2003) e Vinatoru, Mason e Cali-

nescu (2017), também ilustrado na Figura 18:
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Figura 18 — Mecanismo de transferéncia de massa no processo de extragdo sélido-
liquido

Soluto sujeito a forgas de
Camada de solvente o o4& inducio
(d

Soluto sujeito a difuséo inters- :‘\ Soluto sujeito & interacdo

ticial interacdo quimica auimica

Soluto sujeito a difu-

sdo intraparticular Soluto preso ao sélido

Soluto sujeito a forgas de

dispersdo
Soluto em equilibrio com a
camada de solvente intera-
Difusdo tipo |
« 1 Difuséo tipo Il
Difusao tipo 11l
Fonte: adaptado de Vinatoru, Mason e Calinescu (2017)
o Inicialmente, o solvente cria uma camada em torno da particula sélida e

comeca a adentrar seus poros. Nesse instante, a matriz vegetal sofre um processo de dilatagéo,
chegando a dobrar de tamanho. Cria-se uma interface solido-liquida através da qual o soluto
migra do solido para a fase liquida. Esse fendbmeno, chamado de difuséo do tipo I, ocorre de
maneira instantanea e tem pouco efeito sobre a taxa global de extragéo.

o No segundo estagio, a difusdo ocorre no interior dos poros do solido na direcao
da interface solido-liquido até a superficie da particula para além do filme que se forma ao seu
redor. Nesse estagio, 0 mecanismo que governa o movimento do soluto é o gradiente de
concentracdo, no qual as particulas se movimentam de uma regido de menor para de maior
concentracdo. Denominada difusdo do tipo 2, a transferéncia de massa envolvida se da apenas

por difusdo molecular, haja vista que o solvente encontra-se estagnado no interior do vegetal.
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o Na terceira fase, o soluto alcanca a superficie da particula e inicia 0 processo
de difusdo do tipo Ill. Nele, o transporte de massa ocorre simultaneamente por difusédo
turbulenta e molecular, no sentido da camada estagnada para o volume de solvente.

Cada uma dessas etapas contribui para 0 movimento do soluto para solvente, no entan-
to, a segunda é a que, geralmente, governa a taxa de transferéncia. O efeito da primeira fase é
negligenciado, visto que é instantaneo, enquanto o segundo estagio ocorre de maneira mais
lenta em relagdo aos demais e, por essa razdo, € o que normalmente controla o processo extra-
tivo (IBARZ; BARBOSA-CANOVAS; GUERKE et al., 2018).

Para se fazer um balango material desse processo, toma-se um volume de controle
S.Az através do qual uma solucdo contendo o soluto de interesse atravessa. Supondo que o
sistema ndo tenha reacdo quimica e que o transporte de massa € governado somente por difu-
sdo molecular, escreve-se, pois, a equacdo da continuidade (WELTY, et al., 2008; CLUSS-
LER, 2009 ):

(Acﬁmulo de soluto ) _ (taxa de difusdo através ) _ (taxa de difusdo através ) (01)
no volume S. Az da camada em z da camada em z + Az

Em que S representa a area de passagem de fluxo, Az ¢ a distancia infinitesimal per-

corrida e z um ponto ao longo do eixo z de deslocamento.

Em termos matematicos:

= (S8 = SUrz = Ji lrs2) 0

Em que J; representa a taxa de difuséo e t, o tempo. Dividindo-se os dois termos por

S. Az, obtem-se:

% — (]i|Z+AZ_]i|Z)

ot (z+Az)-z (03)
Aplicando-se o limite de Az tendendo a zero e o conceito de derivada, resulta-se:

9¢i _ _ 9% (04)

at 0z
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Combinando-se esse resultado com primeira lei de Fick (equacédo 5), chega-se a equa-

¢ao 6:

— _pi 05
Ji=-D% (05)
o _ 9% (06)

at ' az?

Em que:

J C;: Concentracdo do soluto i no solvente (mg.mL™).

o D;: Coeficiente de difuséo binéria do soluto i no solvente (mm?.min™).
. z: distancia na direcdo da transferéncia (mm).

A equacdo 6 é conhecida como segunda lei de Fick e representa situacdes em que
ocorre variagao do fluxo difusional e do gradiente de concentragdo com o tempo, ou seja, em
regime ndo estacionario ou transiente (ZIAEDINI, JAFARI e ZAKERI, 2010) . O coeficiente
de difusdo, no geral, é constante, caso ndo varie com a composic¢do do soluto, por isso, fica
fora do termo diferencial (CLUSSLER, 2009).

A solucéo para a lei de Fick pode envolver integrais especiais, fun¢des de erro ou fun-
¢des trigonométricas, a depender do quéo longo € o valor de tempo empregado. Analiticamen-
te, € comum o uso de transformadas de Laplace ou separacdo de variaveis (WELTY et al.,
2008; HELDMAN; LUND, 2007). Para esse fim, frequentemente emprega-se o modelo tran-
siente de difusdo através de um meio semi-infinito, estabelecendo-se as seguintes condicGes
de aplicagdo (ZIAEDINI, JAFARI e ZAKERI, 2010):

o Assume-se que as particulas solidas sao placas finas.

. O soluto estd uniformemente distribuido pelo s6lido em um primeiro
momento.

o A concentracdo do soluto varia com o tempo e direcdo (regime néo

estacionario).

o Existe um equilibrio termodindmico na interface solido-liquido.

o Os poros sao canais pseudo-homogéneos.

Na Figura 19, esquematiza-se o referido modelo de difusdo. Ele se aplica a maioria
dos casos de difusdo envolvendo extracdo solido-liqudo. Cada uma das curvas indica o perfil
de concentracéo do soluto ao longo do que seria 0 meio semi-infinio: o solvente. Como se Vé,
esse perfil varia para cada tempo considerado, caracterizando o regime ndo estacionario. A
difuséo acontece, pois, do lado direito da interface (WELTY et al., 2008; CLUSSLER, 2009 ).
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Figura 19 — Modelo de difusdo em um meio semi-infinito

Concentracdo do soluto

Distancia z

Fonte: adaptado de Clussler (2009)

Durante o processo, C,, representa a concentracéo na interface assim que o processo

difusivo se inicia, mantendo-se constante ao longo de toda extragéo, pois, a todo 0 momento,
ha adicdo de material nessa regido. Ja o Cj, denota a concentracdo do componente em difuséo
no meio semi-infinito a uma distancia tal que seu valor também € constante (CLUSSLER,
2009).

E sabido que a operac&o extrativa ocorre até que se alcance espontaneamente o estado
de equilibrio de concentracdo. Ele pode ser atingido de duas formas: 1 — quando o soluto esta
totalmente dissolvido no solvente, formando uma solugdo de concentracdo uniforme; 2 —
quando o solvente em contato com sélido forma uma solucdo saturada na sua superficie e é
incapaz de extrair mais soluto da particula. VVarios fatores interferem nesse processo, como a
técnica empregada e variaveis do processos, 0s quais serdo discutidos a seguir (IBARZ,
BARBOSA-CANOVAS, 2003; TIWARI; BRUNTON e BRENNAN, 2013).

2.2.2 Técnicas de extracao

De modo geral, as técnicas de extracdo podem ser divididas em dois grupos: métodos
convencionais e métodos avangados. Os métodos convencionais englobam técnicas bastante
usadas devido a sua simplicidade e alto rendimento (AZWANIDA, 2015). Maceracéo, decoc-

cao, infusdo e extracdo com soxhlet sdo seus principais representantes. As técnicas avancgadas



49

abrangem inovagdes que visam, principalmente, ganhos em termos de eficiéncia do processo.

Sao parte dessa classe a extragdo assistida por ultrassom, micro-ondas, extracdo por liquido

pressurizado e supercritica (LEFEBVRE; DESTANDAU; LESELLIER, 2020).

Nos Quadros 3 e 4, estdo descritas brevemente as principais vantagens e desvantagens

de algumas das metodologias mencionadas anteriormente, bem como o mecanismo de funcio-

namento, de acordo com Azwanida (2015) e Alara, Abdurahman e Ukaegbu (2021).

Quadro 3 — Técnicas convencionais de extracdo e suas vantagens e desvantagens

Técnica Principio Vantagens Desvantagens

Macera- | Na maceracdo, a matéria prima vegetal é | o Facilidade na [ e Tempo

¢ao, de- | encharcada com o solvente em um sistema | aplicacéo; prolongado de

coccdo e | fechado, a temperatura ambiente e agitagdo | e equipamen- operagao;

infusdo | esporadica. A decoccéo e infuséo possuem | tos de baixo custo; e grande volume
0 mesmo principio, diferenciando-se pelo | o adaptabili- de solvente
fato de ambas ocorrem a temperatura de | dade para extrair empregado;
ebulicdo e em tempos prolongados na de- | yma vasta variedade | ¢ necessidade do
cocgao e curtos na infusao. de moléculas através emprego  de

Percola- | Passagem gradual do solvente pelo soluto | do uso de multiplos filtracdo e

cao através de percoladores equipados com | solventes; centrifugacéo
filtros, onde o extrato € coletado na parte | o permite para separar a
inferior do equipamento a taxas moderadas | combinar  diversos matéria vegetal
(6 gotas/min) fatores como gasta.

Soxhlet | Sistema que permite o refluxo do solvente | temperatura, e potencial
através de um aparato de aquecimento e | agitagdo, pH e liberacdo  de
condensacdo constantes. O solvente € | solvente para agentes toxicos
aquecido em um baldo volumétrico, cujo | melhorar a quando em alta
vapor, apos condensacao, preenche o com- | seletividade e temperatura,
partimento de amostras até um nivel onde | eficiéncia do especialmente o
retorna ao bal&o. processo. soxhlet.

Fonte: propria (2021)
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Quadro 4 — Técnicas avangadas de extracdo e suas vantagens e desvantagens

Técnica Principio Vantagens Desvantangens

Extracdo Assisti- [ Permite o uso de energia radiativa de | e Tempo de | o Custo

da por Micro- [ micro-ondas para aquecer mistura ex- [ operacdo ~ mais | de

ondas trativa. O calor facilitaria a liberacéo | curto; equipamento
dos marcadores no solvente por meio | e reducdo elevado;
da destruicdo das ligagdes de hidrogé- | no uso de | e limitac
nio que prendem o soluto & amostra. solventes ou | 4o para

Extracdo assisti- | Tecnica que emprega frequéncias de 20 | emprego de | algumas

da por Ultrassom | a 2000 kHz capazes de gerar um efeito | dissolventes mais | técnicas no
acustico de cavitagdo em torno da ma- | limpos, como o | tipo de
triz vegetal, gerando um disturbio que | CO, e agua. moléculas
facilitaria o contato da amostra com o | e algumas | extraiveis

solvente e um aumento na permeabili-

dade das celulas vegetais.

Aplica gases, principalmente o CO,
em estado supercritico para extrair
componentes da amostra. Permite a
configuracdo de diferentes condigdes
de temperatura e pressao, além da adi-
cao de co-solventes, como etanol, para

extragdo de marcadores polares.

Extracdo super-
critica
Extracéo com

liquido pressuri-

zado

Usa valores altos de temperatura e
pressdo, 40 a 200 °C e 3,3 a 20,2 MPa
respectivamente, em tempos curtos de
operacdo. permitindo a extracdo dos
compostos ativos. Normalmente, em-

prega-se agua como solvente.

técnicas permitem

modificacdes na
pressdo, 0 que
melhoraria 0
contato do

dissolvente com o
vegetal;

o reutilizaca
0 do solvente, no
caso da extracdo

supercritica

devido a pouca
versatilidade

no uso de
solventes;
. consum

0 elevado de

energia.

Fonte: propria (2021)

Embora seja uma técnica que vem sendo substituida por metodologias mais eficientes,

a maceracao ainda é bastante empregada na extracdo de marcadores naturais devido a facili-

dade e versatilidade operacional. Além disso, pode-se uséa-la conjuntamente a técnicas mais
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avancadas, combinando os beneficios de ambas as metodologias (GARCIA-VAQUERO; RA-

JAURIA; TIWARI, 2020).

No que concerne a extracdo do guarand, a maceracao € comumente empregada como

técnica de extracdo e, tradicionalmente, faz parte do processo industrial de obtencdo de extra-
tos (SCHIMPL,; SILVA; GONCALVES, 2013). No Quadro 4, estdo presentes alguns estudos

recentes com o uso da técnica.

Quadro 5 — Processo de extracdo por maceracdo do guarana em diferentes estudos.

CFT — Compostos Fenolicos Totais; RSL — Razdo sélido-liqudo

Sistema | Temperatura | RSL Solvente | Tempo | Resultados Referéncia
Frasco Ebulicéo 1/15 (10 g | Solugao 2h CFT: 172 mg | (MAJHE-
com agi- de p6 de | hiroalcod- AG/ g extrato | NIC;
tador guarana lica 60 % Cafeina: 140 | SKERGET;
magnéti- em 150 (VIv) mg/ g extrato | KNEZ,
Co e sis- mL) 2007)
tema de
conden-
sacao
Frascos Ambiente 3/10 (30g | Etanol 7 dias Indice de ta- | (GARCIA
plasticos de guara- | 92,8 ninos: 95,23 | et al, 2015)
de PET na em po | %(v/v) (absorbancia,

e 100 mL 400 nm)

de solven-

te)
Frasco de | 40°Ca70°C | 1/80 (1g | Agua 12 min | Cafeina: 0,4 - | (ADNAD-
fundo de guara- 0,6 g cafeina / | JEVIC;
redondo na em pé L extrato | KOTURE-
com agi- em 80 mL aguoso VICB; JO-
tacdo de solven- VANOVIC,
magnéti- te) 2017)
ca
Erleme- | 40°C 1:3 (p/p) | Solucéo 6h Cafeina: (SANTA-
yer  fe- diferentes | hidroal- 14,95- 53,01 | NA e MA-
chado em granula- | codlica 50 gm/ mL extra- | CEDO,
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sistema coes % (p/p) to 2018a)
Shaker de Catequinas:
agitacdo 19,09 - 71,37

g/ mL extrato
Banho de | 60 °C 1:3 (p/p), | Solucéo 30 min | Cafeina: 10,94 | (SANTA-
aqueci- diferentes | hidroal- —33,91 g/ mL | NA; ZAN-
mento granula- | coolica 50 extrato; Cate- | INI; MA-
com agi- cOes % (p/p) quinas: 14,42 | CEDO
tacdo -28,77 g /mL 2020)
rotatoria

Fonte: propria (2021)

2.2.3 Fatores que influenciam a extracéo

Visando-se aumentar a taxa de transferéncia da extracdo, estudam-se e modificam-se
diferentes fatores na operacdo. Temperatura, agitacdo mecanica, pH da solucdo, tipo de sol-
vente e tempo de extracdo sao variaveis frequentemente relacionadas ao aumento global da
velocidade de transferéncia na lixiviagdo (HU et al., 2016; OREOPAULOU et al., 2020). Es-
tudos sobre o efeito isolado e conjugado desses fatores sdo importantes, pois podem elucidar a
cinética dos processos extrativos e promover melhorias no rendimento de extratos (CHOUNG
etal., 2014).

2.2.3.1 Solvente

A escolha do solvente € uma das etapas mais importantes do processo extrativo. Estu-
dos demonstram que seu efeito, em muitos casos, € superior a todos 0s outros parametros da
operacdo. Para a selecdo, devem-se levar em conta, no geral, os seguintes critérios (TIWARI,;
BRUNTON; BRENNAN, 2013):

e Seguranca na aplicagéo;

¢ solubilidade do componente de interesse no solvente;

e potencial de extrair componentes indesejaveis.

A seguranca esta relacionada a viabilidade de operacéo e efeitos indesejaveis do sol-
vente em organismos vivos. Alguns solventes organicos, como metanol e acetona, sdo conhe-

cidos por conta de sua alta seletividade na extracdo de alguns marcadores fitoquimicos (MU-
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SA et al., 2010). No entanto, devido ao carater toxico e aos impactos ambientais decorrentes
do seu uso, ndo podem ser incorporados em aplicagdes envolvendo seres vivos (JOSHI; AD-
HIKARI, 2019).

A agua e o etanol, por outro lado, sdo solventes que ganham destaque nesse sentido.
Devido a baixa toxidade, pode-se incorpora-los no preparo de bebidas, medicamentos e ali-
mentos, mesmo com algumas restricdes legais ao alcool etilico que deve ter seu contetdo re-
duzido por uma etapa de concentracdo (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013).

A solubilidade corresponde ao potencial seletivo do solvente em relacdo ao substrato
de interesse. Geralmente, quanto mais solivel o marcador fitoquimico é no solvente de extra-
cdo, maior serd sua seletividade, impactando diretamente no rendimento da extracdo. (ORE-
OPAULOU et al.,2020). Para correta selecdo do solvente, lanca-se mao de algumas escalas de
propriedades, como as escalas de polaridade e o parametro de solubilidade de Hansen (LE-
FEBVRE, DESTANDAU; LESELLIER, 2020).

A escala de Hansen é comumente empregada devido & facilidade na aplicacéo. Ela
baseia-se em trés parametros de interacdo intermolecular: dispersdo (8d), dipolo-dipolo (dp) e
ligacGes de hidrogénio (6h). As Figuras 20 e 21 representam a escala para alguns solventes e
biocompostos naturais, respectivamente. O tamanho das esferas € maior quanto maior é a for-
ca de interacdo calculada pelo parametro para a molécula em questdo. Quanto mais préxima a
esfera de uma molécula estiver da outra, maior é a probabilidade de serem solUveis entre si
(LEFEBVRE, DESTANDAU; LESELLIER, 2021).
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Figura 20 — Parametro de Hansen de solubilidade para diversos solventes (verde: sol-
ventes verdes; azul: solventes classicos; roxo: dioxido de carbono)
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Figura 21 — Parametro de Hansen para diversos metabolitos
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Além da acdo isolada, alguns estudos vém demonstram o efeito da mistura de solven-
tes na seletividade da extracdo (SULAIMAN et al., 2011; ARYA; THAKUR; KASHYAP,
2012). Hu et al. (2016) comprovaram que solucbes hidroalcodlicas, especialmente a 50%
(v/v), tem maior poder de extrair catequinas e cafeina do cha verde que a agua e o etanol sozi-
nhos . Conforme a Tabela 9 do mesmo estudo, este resultado relaciona-se a solubilidade dos

compostos que € maior na mistura dos solventes que neles isoladamente.

Tabela 9 — Solubilidade da cafeina e catequina em diferentes solventes (g/100g)

Agua 25% EtOH 50% 75% EtOH Absoluto
Cafeina 6,10+0,6 51,37+0,85  54,55+1,29  59,840,82  76,80+1,73
Catequina 2,11+0,05 3,87+0,03 7,95+0,71 6, 00+0,04 0,62+0,01

Fonte: adaptado de Hu et al. (2016)

Em outra investigacdo, dessa vez com extracdo de cafeina do guarana, Carciochi et al.
(2021) confirmou o mesmo efeito da mistura de solvente. Observou-se um aumento no ren-
dimento da metilxantina quando a extragdo usou até 60% de solucdo hidroalcodlica, o que se

atribuiu também a solubilidade da cafeina, conforme a Figura 22.
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Figura 22 — Efeito isolado da concentracdo de etanol no rendimento da extracéo de ca-

feina
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Fonte: Carciochi et al. (2021)

Além da solubilidade, a alta capacidade extrativa de solucGes aquosas de solventes

organicos pode estar relacionada a habilidade da dgua de dilatar a matéria vegetal e, logo,

permitir que o solvente organico penetre os poros do vegetal. Assim, componentes menos

polares de interesse, como alguns polifendis, poderiam ser mais facilmente extraidos pela fase

organica, enquanto outras substancias hidrofilicas seriam solubilizadas pela agua (PSARROU
et al., 2020).

2.2.3.2 Temperatura

De maneira geral, 0 aumento da temperatura € responsavel por elevar a concentracao

de biocompostos no extrato. Alguns fatores podem estar relacionados a esse efeito, tais como
(TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013):

Aumento da solubilidade do soluto no solvente;

Dilatacdo da matriz vegetal;

aumento do coeficiente de difuséo;

reducdo da atividade enzimatica e consequente preservacao dos fitoquimicos;
ruptura da parede celular em que os compostos estdo confinados, permitindo a

liberagcdo dos compostos ativos.

H& uma série de pesquisas demonstrando o efeito positivo da temperatura na extracdo
de polifendis e metilxantinas (PINELA et al., 2016; GUERKE et al., 2018; OREOPAULOU
et al., 2020; CARCIOCHI et al., 2021). No caso do guarana, Santana e Macedo (2018a) en-
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contraram maiores rendimentos de metilxantinas e catequinas para extracdo hidroalcodlica a
quente (40°C), quando comparado a outras técnicas a frio.

Em contrapartida, deve-se ter em conta fatores como eficiéncia energética, tipo de
solvente empregado e termodegradacdo das espécies extraiveis durante a escolha da tempera-
tura (AZWANIDA, 2015). Valores muito altos podem resultar em gastos excessivos de ener-
gia e degradacdo de espécies sensiveis ao calor. Estudos apontam que polifendis sofrem de-
gradacdo de até 21% quando expostos a temperaturas superiores a 70 °C (DENG et al.,2018).
Ja a cafeina é termicamente mais estavel, podendo apresentar estabilidade até 170° C, depen-
dendo do tempo de exposi¢do, conforme Figura 23.

Figura 23 — Efeito da temperatura de extracdo com agua subcritica no rendimento da
extracdo de cafefna de residuo de cha. Tempo: 120 min; pressdo: 20 bar; fluxo: 4g.min™
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Fonte: Shalmashi et al. (2009)

2.2.3.3 Tempo

O tempo de extracdo é um fator diretamente ligado & cinética do processo. E necessé-
rio estipular um menor tempo possivel que permita a obtencdo de todos os componentes ex-
traiveis. Para tanto, deve-se levar em conta que o tamanho da particula e formato do material

vegetal interferem diretamente nesse fator operacional. No geral, sementes, galhos e pedacos
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de madeira requerem maior tempo de extragdo que folhas e p6. Além disso, a razdo entre sol-
vente e soluto também influencia (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013).

Conhecer a cinética de extracdo dos compostos extraiveis também é importante para
determinacdo da duracdo do processo. Através do estudo do comportamento difusional das
espécies quimicas, é possivel estipular condi¢Ges 6timas da extracdo, escalonamento e dese-
nho de equipamentos (SANTANA e MACEDO, 2018a). Adnadjevic, Koturevicb e Jovanovic
(2017), em um estudo comparativo sobre métodos de extracao, determinaram o perfil cinético
de extracao da cafeina do guarana usando dgua como solvente, a diferentes temperaturas, con-
soante com a Figura 24.

Figura 24 — Curvas cinéticas de extracdo da cafeina em diferentes temperaturas. Con-
di¢bes do processo: massa de guarana — 1g; volume solvente (dgua) — 80 mL; agitacdo — 410
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Fonte: adaptado de Adnadjevic, Koturevicb e Jovanovic (2017)

Observa-se que o formato das isotermas é similar, independente da temperatura. Pode-
se concluir que apresenta 3 estagios: um crescimento linear nos primeiros minutos; formacéo
intermediaria de uma curva convexa e, finalmente, alcance do platé depois de 8 min de extra-
cdo. Esse valor, embora pequeno, esta vinculado a razéo solido-liquido (RSL) de 1:80, m/v,
conforme discutiram os autores.
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2.2.3.3 Tamanho da particula

Antes da extracdo, € comum o tratamento fisico do material vegetal para reduzir seu
tamanho em particulas menores. A razdo é que quanto menor seu tamanho, maior a area su-
perficial da matriz vegetal, o que aumenta a regido de contato do solvente com o soluto. Além
disso, é possivel que, com a reducdo do tamanho, haja uma ruptura das células vegetais e en-
curtamento do caminho do solvente para o interior do sélido, contribuindo, pois, para a libera-
¢do do soluto no meio (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013).

Algumas pesquisas indicam essa tendéncia de aumento de componentes extraiveis
com a diminuicdo do solido inerte (SHALMASHI et al. 2009; HU et al. 2016). Sulaiman et al.
(2011) determina valores inferiores a 0,5 mm como condicdo ideal para extracdo de matéria-
prima vegetal. Oreopaulou et al. (2020), em um estudo sobre extracdo de fendlicos do oréga-
no, verificou melhores resultados em tamanhos de particula inferiores a 0,345 mm, conforme

Figura 25.

Figura 25 — Influéncia do tamanho de particula na recuperacdo de fenolicos totais (FT)
com etanol 60 %, a 22°C e RSL de 1:20 (m:v)

.00

0.00

0.00

0.00

0,00

0.00

CFT (mg EAGI/ g de planta seca

0.00 T T T r T

0 20 40 60 80 100 120
Tempo de extracéo (min)

¢ Néo triturado <315 um A 315-600 pm X 600-800 pm X 800-1000 um  ®>1000 um

Fonte: Oreopoulou et al. (2020)

No entanto, existem situacdes em que particulas menores podem reduzir a eficiéncia
extrativa. Esse efeito pode estar relacionado a maior suscetibilidade a degradagdo, uma vez
que os bioativos permanecem mais tempo expostos as condi¢gdes ambientais durante a opera-
cdo (GADKARI e BALARAMAN, 2015). Alem disso, particulas menores podem bloquear
sistemas de filtragem mais rapidamente que sélidos maiores, 0 que resultaria no aumento do
tempo de extracdo e perda de extrato (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013).
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2.2.3.4 Agitagdo

Frequentemente se emprega agitacdo durante a lixiviacdo buscando-se aumentar a ca-
pacidade extrativa da operacdo (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013). As técnicas mais
comuns englobam o uso de shaker, agitacdo magnética, agitador de pas, além de técnicas mais
avangadas, como ultrassom e sonificacido (LOPEZ-CERVANTES et al., 2014; AHMED et al.,
2019; SHAHEEN et al., 2020). Justifica-se 0 uso porque a movimentacdo no meio seria capaz
aumentar o coeficiente de transferéncia de massa, reduzindo a camada limitante entre a amos-
tra e o solvente, além de aumentar a superficie de contato do sélido e mitigar zonas de estag-
nacdo (CARDENAS; LUCENA, 2017; HAYA, BENTAHAR; TRARI, 2018).

Na literatura, encontram-se diversos estudos relacionando o aumento da velocidade de
agitacdo com o rendimento na extracdo de marcadores (ELHAG et al., 2018; MURUGESH e
SUBRAMANIAN, 2018; PHAM et al., 2020). Haya, Bentahar e Trari (2018), em um trabalho
sobre o efeito de diversos fatores na extracdo de polifendis de cascas de larana, demonstraram
gue um aumento na velocidade gera um efeito significativo positivo na quantidade de polife-
nois totais (Figura 26). Além da velocidade, a técnica de agitacéo, tipo de agitador e combina-
cao de mecanismos diferentes de agitacdo também podem alterar os padrdes de extracdo e
devem ser levados em conta. (AHMED et al., 2019; ELHAG et al., 2018; SHAHEEN et al.,
2020).

Figura 26 — Efeito da agitacdo na extracdo de polifendis da casca de laranja
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Santana, Zanini e Macedo (2020), em um estudo comparativo de técnicas de extracao
do guarand, relataram que o uso de homogeneizadores de alto poder de cisalhamento geram
rendimentos na extracdo de taninos condensados maiores quando comparados a técnicas tra-
dicionais como coccdo e infusdo. Ainda, demonstraram um efeito positivo na recuperagéo

desses compostos quando sujeitos a diferentes velocidades de agitacdo, conforme Figura 27.

Figura 27 — Efeito da agitagdo na recuperacdo de taninos condensados do guarand.
Condicgoes do processo: RSL — 1/3; solvente — etanol:agua (50:50); tempo — 15 min
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Fonte: adaptado Santana, Zanini e Macedo (2020)

2.2.3.4 Aditivos

O uso de aditivos teria a capacidade de mudar a dindmica do processo extrativo, per-
mitindo melhores resultados em termos de rendimento, conservacao e biodisponibilidade dos
biocompostos. Essas substancias suscitariam os seguintes efeitos no sistema (ZIMMER-
MANN e GLEICHENHAGEN, 2011):

. Ajuste do pH (D’ARCHIVIO; MAGGI; RUGGIERI, 2015);

o conservacdo dos fitoquimicos ante a condi¢bes extremas de temperatura
(HUMAN et al., 2021);
o aumento da seletividade do solvente e afinidade dos bioativos com o solucéo

extratora (SERDAR et al., 2016);

o melhoria na atividade bioldgica dos extratos (COX et al, 2019);
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A alteracdo do pH do meio é o efeito mais relacionado a utilizagdo de aditivos na ex-
tracdo. Esse fator é um importante pard@metro que pode influenciar tanto a seletividade quanto
o rendimento da extracdo (VANDEPONSEELE; DRAYE; CHATEL, 2021). Mudancas no pH
poderiam alterar quimicamente a estrutura dos fitoquimicos e partes da estrutura do vegetal,
afetando a afinidade dos marcadores com o solvente e a cinética da difusdo (LIANG; XU,
2001).

De maneira geral, os polifendis sdo mais estaveis em pH acido (DENG et al., 2018).
Estudos sobre a estabilidade de catequinas do cha verde, por exemplo, indicam que elas séo
mais estaveis em pH abaixo de 4 e sofrem degradacdo em pH acime de 6 (ANANINGSIH et
al., 2013). Human et al (2021) demonstraram que os polifendis da Cyclopia subternata sdo
mais estaveis termicamente quando conservados em misturas de solu¢fes contento conservan-
tes quimicos acidos.

Além da estabilidade, alguns trabalhos apontam mudancas no padréo extrativo com a
alteracdo do pH (ZIMMERMANN e GLEICHENHAGEN, 2011; D’ARCHIVIO; MAGGI;
RUGGIERI, 2015). Vandeponseele, Draye e Chatel, em uma pesquisa sobre a recuperacdo da
cafeina da borra de café, relacionaram altos valores de pH a um aumento na seletividade da
extracdo da cafeina de solugdes aquosas, enquanto valores baixos corresponderiam a um au-
mento na composicdo de polifenois, conforme indicado nos cromatogramas da Figura 24.

Alteracdes nos valores de pH estariam relacionados a mudancgas estruturais decorren-
tes da protonacao ou desprotonacdo das espécies quimicas. Nos polifenois, a presenca de hi-
droxilas estaria relacionada a reatividade desses compostos frente a mudancas de pH (RU-
SAK et al. 2008). Sugere-se que valores de pH acidos gerariam polifendis protonados com
maior afinidade com solventes orgénicos que em agua (VANDEPONSEELE; DRAYE;
CHATEL, 2021). Além disso, a acidificacdo do meio seria capaz alterar a interacdo entre nu-
tracéuticos e polissacarideos ou proteinas do vegetal, favorecendo a liberacdo dos fitoquimi-
cos no dissolvente (LIANG; XU, 2001).

O uso de substancias para reduzir o pH do meio tem sido uma das alternativas escolhi-
das para melhorar a seletividade do solvente (ZIMMERMANN e GLEICHENHAGEN, 2011,
COX et al, 2019; HUMAN et al., 2021). Além de solugcGes tamponantes, a escolha por acidu-
lantes orgéanicos, como &cido ascorbico e acido citrico, tornou-se uma alternatia, uma vez que
sdo substancias bem aceitas na aplicacdo em alimentos e reconhecidamente conservantes na-
turais efetivos, presentes em diversos frutos citrico e no preparo tradicional de bebidas, espe-
cialmente chas (LIU et al., 2013).
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O 4cido citrico (AC) € o agente acidulante mais usado na industria de alimentos para
prevenir o escurecimento de frutas. O composto orgénico, bem como seus sais, seria capaz de
inibir a acdo de enzimas que causam a degradacdo de polifenois presentes em frutos, tais co-
mo a polifenoloxidade e peroxidase (ROCULLI et al., 2007). Liu et al. (2013) indicou que o
aumento da concentragdo de &cido citrico gera uma reducgdo na atividade da polifenoloxidade

através de alteracdes em parametros termodindmicos e conformagéo da enzima.

Figura 28 — Influéncia do pH no rendimento da extracdo liquido-liquido de extratos
aquosos de cafe tratados com acetato de etila.
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Fonte: adaptado de Vandeponseele, Draye e Gregory Chatel (2021)

Na operagdo de extragdo, alguns estudos indicam efeito seletivo na extragédo de com-
postos bioativos com a adi¢do de acido citrico (ZIMMERMMAN e GLEICHENHAGEN,
2011; DEMIR et al., 2015; SERDAR et al., 2016). Quando presente no solvente extrator, o
principal efeito observado é a redugdo do pH do meio e consequente alteragdo da estrutura
quimica dos solutos. Serda et al. (2016) observaram que uso de solugdo aquosa de AC a 0,1M
promoveu o maior rendimento de catequinas e epicatequinas, comparado a dgua e ao solvente

hidroalcodlico na extracdo assistida por micro-ondas de cha verde.
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Demir et al. 2015, em um estudo comparativo de extracdo a quente com solucdes
aquosas como solvente, observaram que o dissolvente contendo acido citrico apresentou um
melhor isolamento de catequinas em relacdo aos demais sistemas extrativos, conforme de-
monstrado na Figura 25. Ja Zimmermman e Gleichenhagen (2011) observaram que solugtes
de &cido citrico a 0,18% (p/p) causam diferenca significativa na concentracdo de galato de
epicatequina, epigalocatequina e galato de epigalocatequina durante a infusdo de cha verde,

podendo ser até 20% maior que infusdes com agua.

Figura 29 — Rendimento de cafeina e catequina na extracdo de cha verde. EA-A: ex-
tracdo aquosa com &cido citrico; EA-D: dupla extracdo aquosa; EA-T: extracdo aquosa a alta
temperatura; EA-E: extracdo com etanol a 70% (v/v); EA: extracdo aquosa a 80 °C
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Fonte: adaptado de Demir et al. (2015)

Além de mudancas na seletividade do solvente, o AC poderia melhorar o potencial de
acdo bioldgica dos extratos. Cox et al. (2019) demonstrou que o uso de solvente hidroalcélico
a 70% (v/v) acidificado com acido citrico a 5% (p/v) gera extratos de sorgo com maior po-
tencial antiproliferativo contra células cancerigenas quando comparado a composi¢des sem 0
aditivo orgénico . A solucédo, segundo o autor, seria capaz de extrair moléculas especificas do
vegetal, alterar quimicamente 0s compostos bioativos e promover uma extracdo mais limpa,

fatores que beneficiariam sua ag&o bioldgica.
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3. MATERIAL E METODOS
Realizaram-se todos os experimentos no laboratério ILUM do centro de pesquisa

HUB — Tecnologia e Inovacéo, localizado nas dependéncias da Escola Superior de Tecnologia
(EST) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA).

3.1 MATERIA-PRIMA

Para obtencdo dos extratos hidroalcoolicos, utilizaram-se dois potes de 150 g de gua-
rana (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) em p6 da empresa Guarana Marau

de Maués (Maués, Amazonas, Brasil), presente na Figura 30.

Figura 30 — Guarana em pé comercial
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Fonte: prép

3.2 REAGENTES

Em todas as analises e corridas experimentais, utilizou-se agua ultrapura produzida pe-
lo ultrapurificador da marca Gehaka. Os reagentes tirosina PA (Dindmica, dosagem de 99%),
reativo de fenol Folin & Ciocalteu (Sigma-Aldrich, concentragdo 2 N), carbonato de sodio PA
(Biotec, dosagem de 99%), hidroxido de sodio PA (Dinamica, dosagem min. 98%) e hexano
PA (Exodo Cientifica, 95%) foram empregados na analise de compostos fenélicos totais. Ja
na extracao, utilizou-se etanol 96% para o preparo das solugdes hidroalcodlicas e &cido citrico
PA (Exodo Cientifica, dosagem min. 99,5%) como aditivo quimico. Durante a quantificacéo
de cafeina, empregou-se cafeina anidra (Cspc Inovation Pharmaceutical Co.) e diclorometano
(Pancrea ITW Companies, 99,9%).
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3.3 METODOS

A realizacdo das corridas e analises experimentais seguiu a sequéncia prevista no flu-
xograma apresentado na Figura 31.

Figura 31- Fluxograma do estudo da extracdo por maceracgao do guarana

Selecgdo das variaveis limitantes da

extragao:
N T -Temperatura;
Obtencéo do Determinacéo do o
) ) . -Agitacao;
guarana em po teor de umidade
) -Tempo;
Marau de Maues (em base seca) N
-Concentracao do solvente;
-Acido citrico.
_ Realizacdo da Analise quantitativa com
Delineamento do )
_ extracéo base nas respostas:
planejamento ) . )
) hidroalcodlica por - % cafeina (m/m)
experimental )
maceragao - % CFT (m/m)

Analise estatistica das
respostas no software
Statistica versdo 10.0.228.2

Fonte: prdpria (2021)

3.3.1 Teor de umidade

Determinou-se a umidade com o ituito de se expressarem os resultados das analises
em base seca de massa de guarana. Para tanto, utilizou-se uma balanga de umidade da marca
Marte Cientifica, modelo V1.8. Assim, espalhou-se uniformemente 10 g do guarana em p6 no
prato do equipamento, de modo a evitar retencdo de umidade pela camada seca. Adiante, fe-
chou-se a campula do sistema e ajustou-se o equipamento para 0 modo automatico de opera-
cdo. Ao final do processo, 0 equipamento expressou a umidade em base seca, conforme a

equacéo 7. Realizou-se o procedimento em triplicata.
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peso inicial guarana — peso corrente guarana

x 100 (7

Umidade (%) =

peso corrente guarané
3.3.2 Delineamento do planejamento experimental

Com o propésito de se efetivar uma varredura dos efeitos principais e de interacdo das
varidveis escolhidas sobre a extracdo dos compostos bioativos do guarand, realizou-se um
planejamento experimental multivariado fracionado em dois niveis 22 utilizando-se o sof-
tware Statistica versdo 10.0.228.2. As variaveis independentes escolhidas foram tempo de
extracdo, temperatura, agitacdo, concentracdo da solugdo hidroalcodlica (CSH) e concentra-
c¢do de &cido citrico (CAC), de acordo com a Tabela 10. Ja as o termos dependentes da analise
foram a concentracdo de cafeina (CC) e o teor de compostos fendlicos totais (CFT).

A construcdo da matriz do planejamento fracionado 22 foi obtida da seguinte forma:
as variaveis de 1 a 3 permaneceram com a codificagdo idéntica aquela de um planejamento 2°
Diferentemente, a varidvel 4 resultou da multiplicacdo da codificacdo das colunas 1 e 2 do
planejamento completo, enquanto a variavel 5 formou-se pelo produto das colunas 1 e 3. As-
sim, obteve-se a matriz do planejamento presente na Tabela 11.

Realizaram-se todas as corridas experimentas uma Unica vez. Para checagem de curva-
tura, possivel perda de linearidade e estimativa da variancia experimental, aplicou-se um pon-

to central em triplicata no planejamento.

Tabela 10 — Variaveis dependentes e independentes do planejamento experimental. p,c
— peso de &cido citrico e pyg — peso de guarana; Ve — volume de etanol e v,q — volume de agua.
Variaveis independentes  Simbolo -1 0 +1

Tempo (h) X1 4 7 10
Temperatura (°C) Xa 30 45 60
Agitacéo (rpm) X3 56 112 168
Acido citrico (g) Xa 0 0,05 01
CSH (%, vet/vag) Xs 30 55 80

Fonte: prépia (2021)
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Tabela 11 — Matriz do delineamento experimental 22 para analise da extracdo do
guarand em pd. C — ponto central.

Ensaio X1 X5 X3 Xa Xs

1 -1 -1 -1 +1 +1

2 +1 -1 -1 -1 -1

3 -1 +1 -1 -1 +1

4 +1 +1 -1 +1 -1

5 -1 -1 +1 +1 -1

6 +1 -1 +1 -1 +1

7 -1 +1 +1 -1 -1

8 +1 +1 +1 +1 +1
9(C) 0 0 0 0 0
10 (C) 0 0 0 0 0
11 (C) 0 0 0 0 0

Fonte: prépia (2021)

Inicialmente, determinou-se o guarand no formato em p6 como matéria-prima, Vvisto
gue tamanhos menores de particulas permitem maior contato do solvente com as partes mais
internas do soluto, o que aumentaria o rendimento de bioativos. Problemas como decantacao e
compactacao do soluto seriam minimizados pela presenca da agitacdo, como salientou Garcia
et al. (2015). Fixou-se, também, a razéo sélid-liquido em 1:5, com base nos trabalhos de Hul-
bet (1998) e na patente de Turano (2008), cujos valores foram de 1:6 e 1:4, respectivamente.

Delimitou-se a variavel tempo entre 4 e 10 h, com base nos estudos de Santana e Ma-
cedo (2018a), Duvoisin (2016) e Turano (2008) que, para valores de RSL proximos aos deste
trabalho, encontraram tempos 6timos de 6 h, 9,5 h e 1-8 h, respectivamente. Ja a temperatura
foi fixada entre 30 °C e 60 °C, visto que os compostos fendlicos sofrem degradacdo em tem-
peraturas superiores a 70 °C e temperaturas inferiores a 30° C apresentam maiores oscilacfes
no equipamento.

Para o estudo do efeito da agitacdo, aplicou-se 168 rpm como limite superior, com ba-
se em valores 6timos de extracdo de polifendis comprovados por Fourate et al. (2019) e Bi-
makr et al. (2017) em 135 e 150 rpm, respectivamente, e 56 rpm, como limite inferior.

No caso do &cido citrico, determinou-se uma concentracio de 0,001 g.mL™ ou 0,1 g
do aditivo na solucgéo extratora para o limite superior, conforme Zimmermann e Gleichenha-

gen (2011), cuja concentracdo foi de 0,0018 g.mL™ para extracdo de compostos fenélicos e
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cafeina da erva-mate, e de zero para inferior, tendo em vista o objetivo da pesquisa de verifi-
car o efeito da presenca do aditivo na extracgao,

Por fim, estabeleceu-se a concentracdo da solucdo hidroalcodlica entre 30 e 80%, ten-
do em vista que a cafeina e catequina apresentam maior solubilidade no solvente em 50%
(etanol/agua), aléem de apresentar maiores rendimentos na extragdo de bioativos, de acordo
com Hu et al. (2016) e Carciochi et al. (2021).

3.3.3 Extracao hidroalcodlica a quente

Prepararam-se 0s extratos empregando-se o pé de guarana do Grupo Guarani Marau
de Maueés (Maues, Amazonas). Inicialmente, pesaram-se 10 g do p6 e 0,1 ou 0,05 g de acido
citrico, conforme planejamento experimental. Transferiu-se a massa de guarana e acido citrico
(quando requerido no planejamento) para um erlemeyer de 125 ml, adicionando-se, posteri-
ormente, 50 mL de solugdo hidroalcodlica (30%, 55% ou 80%, v/v), conforme a corrida expe-
rimental. Vedou-se o frasco com auxilio de uma tampa de encaixe e papel filme (Figura 32).

O processo extrativo ocorreu em uma incubadora shaker TSI 16B da marca Telga, ao
abrigo de luz, ajustando-se a temperatura (30, 45 e 60 °C), agitacdo (56, 112 e 168 rpm) e
tempo de extracgdo (4h, 7h e 10 h), consoante com a Figura 33. Ao final da operagédo, mediu-se
0 volume do extrato e transferiu-se a amostra para um frasco ambar. O material permaneceu

armazenado em um freezer, a 5 °C, para posterior analise.

Figura 32 — Frascos onde se realizaram as extracdes
-
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Figura 33 — Sistema de incubacdo shaker usado na extracéo

Fonte: propria (2021)
3.3.4 Quantificacdo de cafeina
3.3.4.1 Construcéo da curva analitica de cafeina

Esta etapa foi concebida conforme Atomssa e Gholap (2006). Assim, para 0 preparo
da solugdo estoque de cafeina (0,024 mg.mL™), pesou-se 0,6 mg de cafeina e diluiu-se o ana-
lito em um baldo de 25 mL com &gua ultrapura. Posteriormente, estabeleceram-se 0s pontos
da curva através de diluicBGes sucessivas, conforme a Tabela 12. Em seguida, realizou-se a
varredura do espectro de cafeina e determinou-se o pico de absorcdo para a amostra mais con-
centrada. Ao final, realizou-se a leitura dos padrdes diluidos e do branco em um espcetorfo-
tdmetro UV-Vis da marca Shimadzu e construiu-se a cuva de absorbancia versus concentra-

cao.
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Tabela 12 — Solugdes de diluicdo de cafeina para curva padréo

Solugdo  Aliquota (mL) Vf(mL) Cf(mg/mL)

CAF1 0,2 10 0,0005
CAF2 1,00 10 0,0024
CAF3 1,25 10 0,0030
CAF4 1,5 10 0,0036
CAF5 1,75 10 0,0042
CAF6 2 10 0,0048
CAF7 2,5 10 0,0060
CAF8 3 10 0,0072

Fonte: propria (2021)

3.3.4.2 Preparo e anélise das amostras

Para as analises de cafeina, diluiram-se as amostras de extrato na propor¢do de 1:1000
usando-se uma aliquota de 10 pL de extrato que foi avolumado em um baldo volumétrico de
10 mL com &gua ultrapura. Em seguida, filtraram-se as amostras com um filtro de seringa de
0,45 pum.

A fim de se isolar a cafeina do extrato, adaptou-se uma micro-extracédo liquido-liquido
proposta por Amini e Hashemi (2018). Dessa forma, transferiu-se 1 mL de extrato diluido
para um tubo ependorf de 2 mL. Posteriormente, adicionaram-se 600 pL de diclorometado no
meio. Agitou-se a mistura vigorosamente aplicando-se um vortex mixer K45-2820, da Kasbi
basic, por 20 s. Por fim, centrifugou-se a mistura por 4 min a uma velocidade de 5000 rpm e
temperatura de 20 °C. Ao final, formaram-se duas fases: a organica, contendo a cafeina, e uma
fase aquosa. Com auxilio de uma pipeta automatica de 1000 uL, retirou-se a fase superior
aquosa e reservou-se a particao de diclorometano. Repetiu-se a extracdo liquid-liquido com a
fase aquosa adicionando-se mais 600 pL de diclorometano. Por fim, uniram-se as duas fases
organicas e ajustou-se o volume para 2 mL com diclorometado. Empregou-se uma aliquota de
600 pL dessa solucdo para analise em um espcetorfotdbmetro UV-Vis da marca Shimadzu e
determinou-se a absorbancia a um comprimento de onda de 275 nm.

Apds a determinacdo da concentracdo de cafeina, expressaram-se os rendimentos de

cafeina em percentual méssico, conforme a equacao 8:

) massa total cafeina extraida (g) (8)
%cafeina = - - x 100
massa total de guarana (g) X (1 —umidadeygse seca)
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3.3.5 Compostos Fenolicos Totais

Aplicou-se a metodologia de CFT com base em Fourlong et al (2003) adaptando-se

algumas etapas.

3.3.5.1 Preparo da solucéo padréo

Preparou-se 100 mL de uma solucdo padréo de tirosina pesando-se 0,002 g do analito
que foi avolumado com agua ultrapura em um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida,
geraram-se, a partir de diluicdes, cinco solucdes com concentracfes de 3 a 15 ug.mL’, de mo-
do a formar os pontos da curva analitica de CFT, conforme a Tabela 13. Finalmente, determi-
nou-se a absorbancia de cada amostra a 660 nm usando-se em um espectrofotometro UV-Vis
da Shimadzu.

Tabela 13 — Solugdes de tirosina com diferentes concentracoes

Solucéo TR* Vi (mL) Vf(mL) Concentragido TR (ug/mL)
TR1 15 10 3
TR2 3 10 6
TR3 4.5 10 9
TR4 6 10 12
TR5 7,5 10 15

Fonte: propria (2021)

3.3.5.2 Preparo das amostras

Inicialmente, dilui-se as amostras na proporcao de 1:1000 tomando-se 5 pL de extrato
e 4995 uL de agua ultrapura em um béquer de 10 mL. Em seguida, filtrou-se a amostra atra-
ves de um filtro de seringa de 0,45 um. Posteriormente, lavou-se a solu¢cdo com hexano em
um tubo Falcon de 15 mL. Separou-se a fase organica com auxilio de uma pipeta automatica e

reservou-se a fase aquosa para postuma analise.
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3.3.5.3 Reagéo Folin Ciocalteu

Em um tubo de ensaio, acrescentou-se 400 pL do extrato pré-tratado e 400 pL de
agua; adicionaram-se 1 mL da solucéo de carbonato de sédio a 2% em solucéo de hidroxido
de sodio a 0,1 M. Em seguida, transferiu-se 500 pL do RFC (50%, Vi1/Vag) para a mistura rea-
cional, permanecendo em um banho-maria a 37 °C por 10 min, ao abrigo de luz. Ao final,
coletaram-se as amostras para analise de absorbancia em um espectrofotémetro de luz ultravio-
leta e visivel UV-Vis da marca Shimadzu, aplicando-se um comprimento de onda de 660 nm.
Determinou-se o teor de CFT correlacionando-se os valores de absorbancia a uma curva anali-
tica de tirosina, obtida no mesmo equipamento, pela relagdo entre concentragdo de tirosina e
absorbancia (FOURLONG et al., 2003).

Os rendimentos de CFT foram expressos em percentual massico, conforme equacao 9:

massa total CFT (eq.tirosina) extraida (g) 9)
%CFT = 2 - x 100
massa total de guarana (g) X (1 — umidadeyyse seca)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A adocdo de uma abordagem de planejamento experimental multivariada e fracionada
teve como proposito fazer uma triagem inicial das varidveis que exercem maior efeito estatis-
tico na extracdo de compostos bioativos do guarana, bem como analisar o efeito de suas inte-
racdes e determinar regifes de otimizacdo. Além disso, esse tipo de delineamento experimen-
tal permite uma analise com menor nimero de experimentos, economizando recursos e tempo
para o estudo, especialmente por se tratar de um planejamento com multirespostas.

Na Tabela 14, estdo presentes os resultados das andlises quantitativas de cafeina e
compostos fenélicos totais (CFT) para o planejamento experimental francionado 2°2 Os valo-

res foram determinados em base seca de guarana, cuja umidade foi de 8, 91% (+0,06).
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Tabela 14 — Resultados dos ensaios de extracdo de compostos bioativos do guarana

Respostas
Ensaio Tempo Temperatura Acido citrico Agitacéo CSH Cafeina CFT
(h) (°C) (9) (rpm) (%) (%) (%)
1 4 30 0 168 80 1,95%  9,21%
2 10 30 0 56 30 1,76%  12,57%
3 4 60 0 56 80 1,36%  9,53%
4 10 60 0 168 30 1,61% 11,61%
5 4 30 0,1 168 30 157%  8,97%
6 10 30 0,1 56 80 151% 11,61%
7 4 60 0,1 56 30 1,14%  11,61%
8 10 60 0,1 168 80 2,56% 14,41%
9 7 45 0,05 112 55 159%  13,37%
10 7 45 0,05 112 55 1,80%  14,73%
11 7 45 0,05 112 55 1,76%  12,09%

Fonte: prépria (2021)

A anélise e otimizacdo de multirespostas pode apresentar diversos tipos de aborda-
gens, tais como funcdes matematicas de combinacdo, fungdes de desejabilidade e analise in-
dividualizada. Neste caso, optou-se por fazer analise em duas etapas: 1° - diagndstico separa-
do das duas varidveis dependentes em estudo; 2° - analise conjunta através da funcéo de dese-
jabilidade para determinacdo das condicdes 6timas de extracdo. Assim, espera-se entender
melhor os mecanismos envolvidos na extracdo de cada tipo de bioativo separadamente e con-

juntamente.

4.1 ANALISE DA EXTRACAO DE CAFEINA

Conforme se observa na Tabela 14, o teor de cafeina nas amostras de guarana esteve
entre 1,14 % e 2,56 %. Esses resultados estdo dentro da faixa esperada, conforme dados do
fabricante do guarana comercial, cujo percentual de cafeina informado no rotulo é de 3 %.

Na Tabela 15, estdo presentes os resultados da analise de variancia ANOVA, com
checagem de curvatura, para 0 modelo de regressao linear obtido a partir da analise dos resul-

tados da resposta %cafeina. Ja na Tabela 16, estdo os coeficientes de regressdo. Os dados em
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vermelho indicam os fatores com relevancia estatistica, considerando uma probabilidade de

significancia de 95 % (p = 0,05). Além dos efeitos principais, a tabela também apresenta os

efeitos de interacdo de segunda ordem. O coeficiente de determinacdo linear foi de R? =
0,99756 e o ajuste foi de 0,98778.

Tabela 15 — Analise de variancia ANOVA para a resposta cafeina (%)

Fator Soma Qua-  Graus de Li- Media F p
dratica (SQ) berdade Quadratica

Curvatura 0,000001 1 0,000001 8,3249 0,102061
(1)CSH (%) 0,000025 1 0,000025 157,4001 0,006293
(2)Acido citrico  0,000000 1 0,000000 1,1241 0,400160
(3)Temperatura  0,000000 1 0,000000 0,7806 0,470160
(4)Agitacéo 0,000046 1 0,000046 287,7602 0,003457
(5)Tempo (h) 0,000021 1 0,000021 131,9213 0,007495
2*3 0,000023 1 0,000023 144,3797 0,006855
2*5 0,000014 1 0,000014 84,4296  0,011638
Erro 0,000000 2 0,000000

Total SQ 0,000131 10

Fonte: propria (2021)

Tabela 16 — Estimativa dos coeficientes de regresséo linear para a resposta cafeina (%)

Coeficien- Intervalo Intervalo

Fator te de re- Err(~) t-valor  p-valor deconfianca de confi-

gressao padrao -95,% anca +95
Intercepto 0,012237  0,000892 13,7219  0,005269 0,008400 0,016074
Curvatura 0,000647  0,000299 2,1603 0,163338 -0,000641 0,001935
(A)CSH 0,000071  0,000006 12,5459 0,006293 0,000047 0,000095
(B) Acido citrico -0,016567 0,001112 -14,8978 0,004475 -0,021351 -0,011782
(C) Temperatura -0,000105 0,000013 -7,8717  0,015758 -0,000162 -0,000048
(D) Agitacéao 0,000043  0,000003 16,9635 0,003457 0,000032 0,000054
(E) Tempo 0,000108 0,000067 1,6243 0,245799 -0,000179 0,000395
B*C 0,000227  0,000019 12,0158 0,006855 0,000146 0,000308
B*E 0,000867  0,000094 9,1886 0,011638 0,000461 0,001272

Fonte: prépria (2021)
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A partir da Tabela 16, pode-se escrever a equacao que descreve o rendimento de cafe-

ina (%Cafeina) para o sistema extrativo em estudo, conforme a equacéo 10:

%Cafeina = 0,012237 + 0,000071(A) - 0,016567(B) - 0,000105(C) + 10)
0,000043(D) + 0,000108(E) + 0,000227(B)(C) + 0,000867(B)(E)

Nota-se que, dos fatores em estudo, agitacdo, tempo e CSH foram os que apresentaram
efeito estatistico significativo. Apesar de o acido citrico e a temperatura ndo exibirem rele-
vancia para o nivel de confianga estipulado, a interacdo de segunda ordem entre ambos e entre
0 acido citrico e o tempo foram significativas, conforme indicado pelas linhas vermelhas dos
fatores B*C e B*E.

Na Figura 34, esta presente o diagrama de paretos dos efeitos principais e de interacao.
Cada retangulo representa um fator, todos dispostos verticalmente do mais significativo ao
menos significativo, conforme os valores de estatistica t presentes ao lado. Os efeitos cujos
retdngulos ultrapassam a linha vermelha p sdo estatisticamente significativos. Valores positi-
VoS e negativos indicam efeitos favoraveis e desfavoraveis a extracdo da cafeina, respectiva-

mente.

Figura 34 — Grafico de paretos dos efeitos padronizados para a resposta cafeina (%)

(4)Agitacdo |16,9635-
(1)CSH | 12,54592
2by3 | 12,01581
(5)Tempo | 11,4857
2by5 | 9,18856
Curvatr. | 2,160266
(2)Acido citrico | -1,06022
(3)Temperatura | 8835154
pl=.D5

Efeito estimado (valor abscluto)
Fonte: prdpria (2021)
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Observa-se que todos os fatores que influenciaram significativamente o processo ex-
trativo da cafeina tiveram efeito positivo, inclusive os de interacdo. A agitacdo foi o efeito
principal com maior impacto, seguida da CSH e do tempo, enquanto a temperatura e o acido
citrico ndo foram importantes individualmente. A interacdo do acido citrico com a temperatu-
ra e o tempo favoreceram a extracdo, sendo mais importantes que esses fatores tomados indi-
vidualmente.

O incremento da agitacdo, como se constatou, foi capaz de aumentar a quantidade de
cafeina extraida, além de ter sido o fator mais importante entre os estudados. Este resultado
esta de acordo com a literatura, tendo em vista que o aumento da agitacdo é responsavel por
ampliar o coeficiente de transferéncia de massa, favorecendo o contato entre a matriz sélida e
0 solvente, além de proporcionar uma maior superficie de contato entre soluto e solvente
(CARDENAS; LUCENA, 2017; HAYA, BENTAHAR; TRARI, 2018).

Durante a extracdo, o solvente e 0 guarand ndo estiveram perfeitamente misturados,
observando-se uma parte da matéria prima sedimentada no fundo do reator. Assim, o sistema
extrativo Shaker pode ser mais suscetivel a zonas de estagnacdo que outros equipamentos.
Além disso, consoante com Tiwari, Brunton e Brennan (2013), a matéria-prima em pé favore-
ce 0 surgimento de zonas de compactacdo, limitando a passagem de solvente quando em pro-
cessos estagnados. Portanto, é razoavel esperar que 0 aumento da agitacdo exerca, nesse caso,
impacto importante entre os fatores, pois ela seria capaz de mitigar esses problemas.

Mesmo em sistemas altamente misturados, ainda € possivel observar o efeito da agita-
¢do na extracdo. Santana, Zanini e Macedo (2020) observaram um aumento na recuperacao de
cafeina do guarana quando submetido a velocidades de rotacdo de 3500 rpm a 15500 rpm em
homogeneizadores de alto poder de cisalhnamento, o que demonstra a significancia da agitacéo
como fator no processo de extracao.

O aumento da concentracdo de alcool na solucdo hidroalcodlica também proporcionou
maiores ganhos de cafeina. Um acréscimo na proporcao de etanol relacionado a melhores
rendimentos de cafeina também foi observado por outros autores (JUN, 2009; HU et al., 2016;
CARCIOCHI et al., 2021). A mudanga proporcionada por variagdes na CSH geraria altera-
cOes de polaridade e, consequentemente, solubilidade da cafeina (CARCIOCHI et al., 2021)
.De acordo Hu et al., 2016, a cafeina é mais soltvel em misturas hidroalcodlicas que no alcool
ou na agua pura, encontrando melhores faixas de solubilidade em solventes de 50 a 75 % de
concentragéo.

Outro efeito principal importante constatado foi do tempo. Esse fator relaciona-se a

cinética do processo e, uma vez que apresente efeito estatistico significativo positivo, infere-
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se que, para o intervalo de tempo escolhido, 0 processo extrativo ainda ndo chegou no ponto
de equilibrio. Nesse caso, um tempo minimo de 10 h seria necessario para que toda cafeina
fosse extraida. A influéncia favoravel do tempo também foi observada por Adnadjevic, Kotu-
revicb e Jovanovic (2017) e Carciochi et al. (2021). Santana e Macedo (2018a) encontraram
resultados significativos de rendimento de bioativos em intervalos de 1 a 6 h de extracdo para
extracdo de guarana.

Através dos graficos das Figuras 35 e 36, serdo analisados os efeitos de interacao entre
os fatores. A Figura 35 representa as médias marginais dos efeitos tomados em pares. Quanto
mais paralelas as linhas refentes aos niveis de tratamento forem entre si, menor é a interagdo
entre os fatores escolhidos. Do contrario, caso elas se cruzem, significa que ha efeito de inte-
racdo. Uma vez que ndo existe significancia para a maioria dos efeitos de interacdo, conforme
o grafico de paretos da Figura 34, esta sera apenas uma andlise preliminar dos efeitos sinérgi-

cos e antagbnicos das variaveis.

Figura 35 — Médias marginais em pares para a resposta cafeina (%)
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Analisando-se o efeito de interagdo mais significativo B*C, observa-se que, pelas li-
nhas cruzadas, hd um efeito antagonistico entre os fatores temperatura e &cido citrico: para um
nivel inferior de &cido citrico, um aumento na temperatura reduz o rendimento da extracao,
enguanto em niveis maiores de acido citrico, esse efeito é invertido, observando-se um ganho
de rendimento com o aumento da temperatura.

Uma vez que esses dois fatores interagiram, é possivel inferir que o incremento da
temperatura proporcionou um maior contato do solvente com as moléculas extraiveis ao faci-
litar o rompimento da parece celular e dilatar a matriz vegetal. Como consequéncia, houve
uma maior difusdo do solvente e contato com o &cido citrico, permitindo que o aditivo agisse
positivamente na solubilizacéo da cafeina (VANDEPONSEELE; DRAYE; CHATEL ,2021).

De acordo com a literatura, a adi¢cdo de acido citrico no meio extrator tem como efeito
a reducdo do pH da solucdo (ZIMMERMANN e GLEICHENHAGEN, 2011). Como conse-
quéncia, varios mecanismos podem ser desencadeados, tais como: protonacdo de espécies
quimicas (VANDEPONSEELE; DRAYE; CHATEL, 2021), seletividade do solvente frente a
espécies intermediarias formadas (DEMIR et al. 2015), facilitar a liberacdo de bioativos no
solvente ao alterar sua interacdo com a matriz vegetal (LIANG; XU, 2001) e prevenir a de-
gradacdo (LIU et al., 2013). Para cafeina, alguns autores também encontraram melhores ren-
dimentos de cafeina em condicGes acidas a temperaturas de 50 °C e 95°C (PARVEZ; WA-
NI; MASOODI, 2021; MANDAL et al., 2014 ).

Ja a temperatura atua diretamente na cinética do processo quimico. Valores maiores
dessa grandeza estdo relacionados a maiores coeficientes de difusdo e maior solubilidade das
espécies quimicas no solvente (TIWARI; BRUNTON; BRENNAN, 2013). Alguns autores
indicam a dependéncia da extracdo da cafeina com a temperatura, observando maiores rendi-
mentos para sistemas mais aquecidos (GHASEMZADEH-MOHAMMADI et al,
2017; PARVEZ; WANI; MASOODI, 2021). Adnadjevic, Koturevich e Jovanovic (2017), em
um estudo sobre a cinética de extracdo da cafeina do guarana, observaram que a concentracdo
méxima de cafeina (0,5 g.L™) é obtida quando se aumenta a temperatura (40 a 70 °C), indi-
cando que o processo € ativado termicamente.

A interacdo entre o tempo e o0 &cido citrico também apresentou relevancia estatistica.
Pela analise das médias marginais, constata-se que quando o tempo esteve em nivel inferior, a
influéncia do &cido citrico foi negativa. Ao contrario, para o nivel superior de tempo, a pre-
senga de acido citrico teve efeito positivo na extragdo da cafeina. Pode-se inferir que o com-
portamento cinético da extracdo foi alterado com a presenca do &cido citrico, ativando os

mesmos mecanismos salientados para meios extrativos em baixo pH.
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Na Figura 36, estio presentes as médias marginais para os efeitos principais. E possi-

vel observar que, pela inclinagdo positiva, todos os fatores, a excec¢do do acido citrico, tiveram

efeito positivo na extracdo, corroborando o grafico de paretos da Figura 34:
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Figura 36 — Médias marginais dos fatores tomados individuais
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Na Figura 37, estdo presentes as superficies de respostas para o rendimento de cafeina.

Através dessa imagem, é possivel fazer uma andlise da tendéncia de resposta das variaveis

dependentes plotadas, fornecendo uma ideia de valores 6timos para o planejamento. O forma-

to da superficie é plano, pois se trata de um modelo de regressao linear. Cada linha colorida

representa uma faixa de valor para a resposta cafeina.



Figura 37 — Superficies de resposta para a cafeina (%)
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Analisando-se as curvas de contorno da Figura 37a, verifica-se uma tendéncia de mai-
or rendimento de cafeina para valores de agitacdo e tempo em torno dos niveis superiores
(10h e 168 rpm). Além disso, percebe-se que as curvas de contorno sao todas paralelas, indi-
cando a auséncia de interacdo entre as variaveis. O mesmo comportamento é constatado na
Figura 37c, em que se consideram as variaveis tempo e CSH. Assim, entende-se que 10 h, 168
rpm e 80% de CSH seriam condi¢fes 6timas para a extracdo de cafeina.
Ja na Figura 37b, observa-se a existéncia de duas regifes de otimizagdo para as varia-
veis temperatura e acido citrico: temperatura em 60 °C e 0,1 g de acido citrico; temperatura 30

°C e auséncia de acido citrico. Além disso, as curvas de nivel apresentam formato ondulado,
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indicando a presenca de interacdo, como se constatou também pelas analises anteriores. J& a
figura 37b apresenta um ponto de otimizacgdo para os niveis superiores de &cido citrico (0,1 g)
e tempo (10 h).

4.2 ANALISE DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Consoante com os dados presentes na Tabela 14, constata-se que o rendimento de CFT
esteve entre 8,97 % e 14,7 %. Esse resultado é similar ao encontrado por outros autores, como
Marques et al. (2016) e Schimpl et al. (2013), cujos teores de CFT apresentam valores de
10,57 e 9,6 %, respectivamente.

Na Tabela 17, estdo presentes os resultados da analise de variancia ANOVA, com
checagem de curvatura, para 0 modelo de regressao linear obtido a partir da anélise dos resul-
tados da resposta %CFT. Os dados em vermelho indicam os fatores com relevancia estatistica,

considerando uma probabilidade de significancia de 95 % (p = 0,05).

Tabela 17 — Andlise de variancia ANOVA para a resposta CFT (%) do planejamento
experimental fracionado 2°

Eator Soma Graus de Média - )
Quadratica Liberdade Quadratica

Curvatura 17,99490 1 17,99490 3,136583 0,218568
(A)CSH (%) 14,78178 1 14,78178 2,576523  0,249675
(B)Acido citrico 2,87708 1 2,87708 0,501486 0,552255
(C)Temperatura 1,69108 1 1,69108 0,294762 0,641601
(D)Agitagdo 0,15664 1 0,15664 0,027303 0,883950
(E)Tempo (h) 0,00000 1 0,00000 0,000000 1,000000
B*C 4,61611 1 4,61611 0,804606 0,464381
B*E 0,25894 1 0,25894 0,045134 0,851444

Erro 11,47421 2 5,73710

Total SQ 53,85073 10

Fonte: prdpria (2021)

Para o nivel de significancia de 5%, constata-se que nem uma variavel ou suas intera-
cOes apresentaram relevancia significativa nesse estudo. O coeficiente de determinacdo foi de

R? = 0,78693, e 0 ajuste foi de 0. Uma vez que a pretensdo desta etapa do planejamento é de-
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terminar a importancia relativa dos efeitos para se eliminar variaveis do estudo, pode-se pros-

seguir com andlise estatistica. N&o serd levado em conta 0 modelo matematico nesta etapa.

Com o intuito de se elucidar os fatores com maior e menor impacto na extracdo de
compostos fenolicos, dispde-se, na Figura 38, o diagrama de paretos dos efeitos principais e

secundarios para a variavel resposta %CFT:

Figura 38 — Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a resposta CFT (%)
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Fonte: prépria (2021)

Verifica-se, pois, que os efeitos principais com maior impacto foram CSH, &cido citri-
Cco e a temperatura. Ja 0s que tiveram menor impacto foram a agitacdo e o tempo, esse Ultimo
expressando efeito nulo. Ainda, constatam-se dois efeitos de interacdo: cido citrico com a
temperatura e tempo, os mesmos observados para a cafeina. Por fim, a curvatura foi o efeito
mais importante, indicando a existéncia de termos quadraticos no modelo do planejamento,
fato este que explica a falta de ajuste do modelo de regressédo linear.

O aumento da concentragéo de alcool proporcionou um maior rendimento de compos-
tos fenolicos. De maneira geral, os compostos fendlicos tem maior afinidade em solventes
organicos que em agua (MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007). Além disso, a presenca de
agua favorece a atividade enzimética e consequente degradacdo dos compostos naturais, o que
pode ter tido impacto durante a conservacgédo das amostras (DENG et al.,2018).

A presenca do acido citrico foi responsavel por aumentar o rendimento de polifendis.

Em trabalhos utilizando &cido citrico para extracdo de polifendis de cha verde, o aditivo qui-
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mico foi capaz de melhorar o isolamento e rendimento de catequinas e epicatequinas, quando
comparado a métodos de maceracdo sem o aditivo (ZIMMERMMAN e GLEICHENHAGEN,
2011; DEMIR et al., 2015; SERDAR et al., 2016). Além disso, os polifendis sdo altamente
estaveis em condicOes &cidas, pois pH inferiores a 5 inibem a oxidacdo desses compostos
(ZHU et al., 1997). Por fim, uma vez que parte dos compostos fenolicos se apresenta de forma
conjugada, a hidrolise proporcionada por acidulantes poderia romper ligagdes glicosidicas e
permitir a liberacdo dessas substancias no solvente (WATI; SAMPANVEJSOBHA; PUNBU-
SAYAKUL, 2009).

Para anélise da interacdo dos efeitos, apresenta-se a Figura 39 com as médias margi-

nais considerando a resposta %CFT:

Figura 39 — Médias marginais em pares para a resposta CFT (%)
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Nota-se que o efeito do &cido citrico teve interacdo de segunda ordem com todos 0s
outros fatores, o que pode ser constatado pelas linhas cruzadas. No entanto, apenas aquelas
referentes ao tempo e temperatura foram relevantes, conforme demonstrado no diagrama de
paretos. Para temperaturas baixas, a presenca do aditivo quimico foi irrelevante par a extracéo
de CFT. No entanto, em niveis superiores de temperatura, a presenca do acido aumentou em
quase 3% os ganhos em fenolicos totais. A temperatura, portanto, pode ativar o processo ciné-
tico de extracdo desencadeado pelo acido citrico.

Na Figura 40, estdo as médias marginais dos efeitos principais. Percebe-se que as trés
variaveis com maior efeitos estatistico (tempo, temperatura e CSH) apresentaram inclinacao

positiva, indicando ganhos de rendimento de %CFT com aumento dos seus nives.

Figura 40 — Médias marginais tomadas individualmente para a resposta CFT (%)
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Fonte: prépria (2021)

Chama a atengéo o fato de a linha da variavel tempo estar totalmente na horizontal, in-
dicando efeito praticamente nulo desse fator. Santana et al. (2018a) constatou um tempo Oti-
mo de 6 h para a extracdo hidroalcodlica de guarana a quente de CFT do guarana. Assim, é
possivel que, para a faixa de tempo escolhida de 4 a 10 h, a extracéo tenha chegado a um es-
tado de esgotamento de moléculas extraiveis.

Para previsdo de uma regido de otimizacdo, lancou-se méo da Figura 41. Nela, apre-

sentam-se algumas superficies de resposta do planejamento em estudo:
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Figura 41— Superficies de resposta para CFT (%)

INAREa]

| Bt

<1375
E:lwzzs B <1275
- 1028 <5
: d) B <1075
<07

| ERRS

[ EEiNG

<15

.12 <125

<1285 =Pl
B <1025 < 1075
< 0E
€)

| Bl
<13
[=12
=1
B - 10
-2

Fonte: prdpria (2021)

Da Figura 41a, depreende-se que ha um ponto 6timo para a o valor de &cido citrico em
0,1 g e tempo de 10h. Na Figura 41b, o ponto maximo também & visto para 0s niveis superio-
res de acido citrico e temperatura (60°C). Nas Figuras 41c e 41d, tanto o nivel superior quan-
to inferior de agitacdo tem ponto 6timo. Nesse caso, por uma questdo de eficiéncia energética,
poderia optar-se pelo nivel inferior de agitacdo (56 rpm), uma vez que essa variavel teve o
segundo menor efeitos estatistico no estudo. Pela Figura 41e, nota-se um ponto 6timo para 0s

valores maximos de CSH e temperatura (80% e 60 °C, respectivamente).
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4.3 FUNCAO DE DESEJABILIDADE PARA AS RESPOSTAS %CAFEINA E %CFT

Para determinacdo das condicdes 6timas que maximizassem tanto a extracdo de cafei-
na quanto de CFT, usou-se a técnica de programac¢ao ndo linear “fungdo de desejabilidade
f(d)”, disponivel no Statistica versédo 10.0. Os resultados estdo presentes na Figura 42. Os
valores de desejabilidade (d) variam de 0 a 1 e referem-se aos pesos dados a cada valor alvo
escolhido da resposta. Quando se atribui 1 ao valor alvo, assume-se que esse valor é o deseja-
do da resposta. Ao contrario, quando se atribui 0, diz-se que o valor da resposta esta fora da
regido desejavel. Assim, optou-se por atribuir 1 aos maiores rendimentos de cafeina e CFT, e
0 para os valores intermediarios e medianos, conforme descrito abaixo:

a) %Cafeina:

L =1,14% (d = 0); T=1,85% (d =0) U = 2,56 % (d=1)
b) %CFT
L =8,9745 (d = 0) T =12,8521 % (d = 0)U = 16,73021 % (d=1)

Em que L, T e U representam o menor valor aceitavel, valor intermediario e maior va-

lor aceitavel, respectivamente.

Figura 42 — Perfil dos valores previstos e desejabilidade
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Os pontos 6timos bem como as respostas encontradas estéo circulados em vermelho na

Figura 41. Para melhor visualizacéo, serdo destacados na Tabela 18:

Tabela 18 — Resultado da funcdo de desejabilidade para as resposta cafeina e CFT

Temperatura CSH Acido citrico Agitacdo  Tempo Cafeina CFT
(°C) (%) (9) (rpm) (h) (%) (%)

60 55 0,1 168 10 2,4607 15,924

Fonte: prdpria (2021)

Os resultados demonstram que 0s niveis superiores de todas as varidveis apresentaram
regido de otimizacdo para ambas as respostas estudadas. Como se constatou pela anélise indi-
vidual das respostas, no geral, os pontos 6timos de extracdo sempre estiveram em torno do
valor maximo das variaveis independentes. A excecdo ficou por conta da CSH, cujo valor
médio de 55 % satisfez as respostas méaximas.

Na literatura, a extracdo de compostos bioativos de guarand normalmente emprega
solugBes hidroalcodlicas em torno de 50% (MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007; SAN-
TANA e MACEDO, 2018a; SANTANA; ZANINI; MACEDO 2020), o que esta de acordo
com os valores desta pesquisa.

O tempo pode variar conforme a razao sélido-liquido e temperatura, uma vez que, co-
mo se salientou, a extracdo do guarana é um processo ativado termicamente. Majhenic, Sker-
get e Knez (2007) utilizaram 2 h de extracdo, em temperatura de ebulicdo, para razdo solido-
liquido 1:15. J& Adnadjevic, Koturevich e Jovanovic (2017) empregaram 12 min, a temperatu-
ras entre 40 °C e 70 ° C e razdo s6lido-liquido de 1:80.

No Quadro 6, estdo presentes alguns trabalhos que aplicaram maceracdo para a extra-
cdo do guarana. A primeira linha representa os resultados 6timos obtidos para esta pesquisa,
sendo que, para critério de comparacdo, os valores foram expressos em concentracdo comum

no extrato hidroalcodlico.



89

Quadro 6 — Comparacdo dos resultados otimizados com outros autores. TIR — tirosina;
AG — &cido galico

Sistema Temperatura | RSL Solvente | Tempo | Resultados | Referéncia
Erlemeyer em | 60 °C 1/5 (10 Solucéo 10 h CFT: 31, | Propria
sistema de g/50 mL) | hidroal- 24 mg TIR/ | (2021)
agitacao Sha- coolicas mL extrato
ker com adi- 55% (v/V) Cafeina:
cao de acido 24,14
citrico mg/mL  ex-
trato
Frasco com Ebulicéo 1/15 (10 g | Solucéo 2h CFT: 172 | (MAJHE-
agitador mag- semente hiroalcoo- mg AG/ g | NIC;
nético e sis- em 150 lica 60 % extrato SKERGET;
tema de con- mL) (V/v) Cafeina: KNEZ,
densacéo 140 mg/ g | 2007)
extrato

Frascos plas- | Ambiente 3/10 (30g | Etanol 7 dias indice  de | (GARCIA et
ticos de PET de guara- | 92,8 taninos: al, 2015)

na em po | %(v/v) 95,23 (ab-

e 100 mL sorbancia,

de solven- 400 nm)

te)
Frasco de | 40°Ca70°C |1/80 (1g |Agua 12 min | Cafeina: 0,4 | (ADNAD-
fundo redon- de guara- -0,6 mg ca- | JEVIC;
do com agita- nd em pé feina / mL | KOTURE-
¢do magnética em 80 mL extrato VICB; JO-

de solven- aquoso VANOVIC,

te) 2017)
Erlemeyer 40°C 1/3  (p/p) | Solucao 6h Cafeina: (SANTANA
fechado em diferentes | hidroal- 14,95- 53,01 |[e MACE-
sistema Sha- granula- coolica 50 mg/ mL | DO, 2018a)
ker de agita- coes % (p/p) extrato
cdo Catequinas:

19,09 -
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71,37 mg /

mL extrato

Banho de | 60 °C 1/3 (p/p), | Solugéo 30 min | Cafeina: (SANTA-
aquecimento diferentes | hidroal- 10,94 — | NA; ZANI-
com agitacéo granula- coolica 50 3391 g /| NI, MACE-
rotatdria coes % (p/p) mL extrato; | DO 2020)
Catequi-
nas: 14,42 -
28,77 g /mL

Fonte: propria (2021)

Verifica-se que os resultados sdo comparaveis aos obtidos por Santana, Zanini e Ma-
cedo (2020) e Santana e Macedo (2018a), embora a RSL empregada por eles tenha sido supe-
rior, além de terem usado sementes trituradas, o que pode justificar alguns resultados superio-
res obtidos por eles. Majhenic, Skerget e Knez (2007), apesar da RSL inferior, obtiveram me-
Ihores resultados, no entanto, também usaram sementes de guarana para a extragcdo. As se-
mentes costumam ter maiores teores de compostos bioativos que o guarana em p6 comercial,
pois passam por poucas etapas de processamento, resultando em uma maior conservacao dos

principios ativos.

5 CONCLUSAO

Esta pesquisa foi a primeira a analisar o efeito do acido citrico no processo extrativo
dos compostos bioativos do guarana. A aplicacdo do planejamento fracionado multivariado
foi imprescindivel para constatar o efeito estatistico de interacdo do aditivo com as variaveis
tempo e temperatura, algo que ndo seria perceptivel em um planejamento univariavel.

Com base na andlise de cafeina por espectrofotometria, verificou-se que a agitacao,
tempo e CSH tiveram efeito positivo significativo no rendimento do alcaloide. Verificou-se
que a presenca do &cido citrico teve efeito relevante de interacdo com o tempo e a temperatu-
ra, demonstrando a capacidade do aditivo em alterar a cinética do processo extrativo da cafei-
na, gerando maiores rendimentos.

As andlises de CFT demonstraram que o acido citrico favoreceu a obtencdo de com-

postos fendlicos do guarand, sendo, inclusive, mais relevante que alguns fatores criticos do
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processo como temperatura, tempo e agitacdo. Também foi possivel observar o efeito de inte-
racao entre o aditivo e a temperatura e o tempo, assim como se observou para a cafeina.

A analise das superficies de resposta e da funcdo de desejabilidade permitiu indicar
um ponto 6timo para a maxima extracao de bioativos do guarand, o qual pode ser obtido para
tempo, temperatura, agitacdo, massa de acido citrico e CSH de, respectivamente, 10h, 60 °C,
168 rpm, 1 g e 55 %.

Portanto, nota-se que o &cido citrico € um aditivo promissor para a producao de extra-
tos de guarana com alto teor de cafeina e compostos fenolicos. O aditivo ndo so alterou a ci-
nética do processo, como favoreceu a obtencdo de maiores rendimentos tanto em cafeina,

quanto em polifendis, o que justifica seu emprego em sistemas extrativos por maceragao.

6 PERSPECTIVAS

O uso de &cido citrico teve importante efeito de interacdo com tempo e temperatura
para ambos as respostas estudadas. Sendo assim, sugere-se um estudo mais aprofundamento
para se entender a dindmica dessa interacdo, uma vez que tais fatores estdo diretamente rela-
cionados a cinética de um processo extrativo.

O pH é um fator que esta diretamente relacionado a presenca de acidulantes no meio.
Sugere-se que, caso sejam feitos novos estudos extrativos com &cido citrico, esse fator seja
monitorado, bem como seu efeito.

Uma vez que o planejamento fracionado € apenas uma etapa de varredura das varia-
veis significativas, seria interessante, para trabalhos na mesma linha de pesquisa, que se reali-
zasse um novo planejamento levando-se em conta os fatores mais significativos observados
neste estudo. No caso da extracdo dos CFT, observou-se que o0s termos quadraticos tem rele-
vancia significativa, o que denota a necessidade de um modelo quadratico para a descri¢cdo
correta dos efeitos das variaveis estudadas.

Um estudo comparativo sobre o efeito de outros aditivos quimicos, como acido ascor-
bico, e solventes diferentes seria interessante. O &cido citrico € uma substancia facilmente
encontrada em sucos de frutos citricos. Logo, seria interessante o estudo de métodos extrati-
vos usando solventes de frutos. Além de poder promover melhores rendimentos em termos de
bioativos, poderia ser uma forma de desenvolver novos produtos nutracéuticos contendo um

combinado de frutas e guarana.
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APENDICE A — Dados das curvas padréo das analises espectrofotométricas



Tabela A1 — Dados da curva padrdo de cafeina

Solucdo Cf(mg/mL) Absorbéncia (AU%*)
CAF1 0,0005 0,006
CAF2 0,0024 0,483
CAF3 0,0030 0,526
CAF4 0,0036 0,683
CAF5 0,0042 0,762
CAF6 0,0048 0,837
CAF7 0,0060 1,171
CAF8 0,0072 1,319

Fonte: prépria (2021)

Figura A1 — Curva padrdo de cafeina vs absorbancia
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Tabela A2 — Dados da curva padrdo de tirosina
Concentracdo TR ( Absorbéncia (AU%*)
Solucéo
ug/mL) Al A2 A3 Meédia
Branco 0 0,042 0,042 0,042 0,042
TR1 3 0,05 0,05 0,049 0,05
TR2 6 0,086 0,087 0,086 0,086
TR3 9 0,129 0,127 0,128 0,128
TR4 12 0,181 0,182 0,184 0,182
TR5 15 0,204 0,206 0,206 0,205

Fonte: Propria (2021)

Figura A2 — Curva padrao de absorbancia vs tirosina
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APENDICE B — Dados das analises espectrofotométricas das amostras



Abs.

Tabela B1 — Dados de absorbancia para as analises de CFT e cafeina

Absorbancia

Amostra ~
Cafeina (275nm) CFT (660 nm)
N1 0,29 0,122
N2 0,256 0,164
N3 0,183 0,126
N4 0,229 0,152
N5 0,221 0,119
N6 0,211 0,152
N7 0,145 0,152
N8 0,398 0,187
N9 0,225 0,174
N10 0,263 0,216
N11 0,256 0,158

Fonte: propria (2021)

Figura B1 — Espectro de cafeina da solugdo padrdo de diclorometano
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Figura B2 — Espectro de cafeina das amostras de guarana apos extragdo liquido-

liquido com diclorometano
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