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Artigo

MICROWAVE ASSISTED SAPONIFICATION FOR DITERPENES EXTRACTION IN ROASTED ARABICA COFFEE. The
extraction of kahweol and cafestol involves saponification reaction. This step is important for the efficiency of the extraction as the
diterpenes are susceptible to structural changes during hydrolysis. The microwave-assisted saponification has been successfully used

in different matrices, but there is no previous report of the use of this technique in the saponification of diterpenes. Therefore, the

effect of microwave-assisted saponification on the extraction of kahweol and cafestol in roasted coffee was evaluated. A 3? factorial
experimental design was used in order to evaluate the effect of temperature (70, 80, and 90 °C) and reaction time (4, 8, and 12 min).
The quantification of diterpenes was performed by high-performance liquid chromatography and the results were compared to with
those obtained by a method, which uses thermostatic bath for saponification. Temperature and time had a significant effect (p < 0.05)
on diterpenes levels. For simultaneous saponification of kahweol and cafestol, the optimal reaction conditions were 80 °C / 12 min.

The use of microwave-assisted procedure lead to lower yields of kahweol (24%) and cafestol (35%) compared to reference method.

However a significant reduction of reaction time (80%) was achieved, and the procedure also has the advantage of controlled process

conditions and the possibility of extended scale.
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INTRODUCAO

O café € uma das bebidas mais populares do mundo e a producio
e comercializac@o do grdo representa uma atividade econdmica impor-
tante para muitos paises, incluindo o Brasil, que € o maior produtor
mundial de café e o segundo maior consumidor.! As espécies de café
mais importantes comercialmente sdo o Coffea canephora Pierre ex
A. Froehner e o Coffea arabica L. No Brasil, o café ardbica representa
80% da produgio total de café.”

Os lipidios constituem uma das classes de compostos mais
importantes no café e estdo relacionados com a qualidade e as
propriedades funcionais da bebida.’ Beneficios a satide decorrentes
do consumo moderado de café, como a reducdo da incidéncia de
doengas cronico-degenerativas, t€ém sido reportados, assim como
a correlag@o do consumo da bebida com a redugdo da taxa de mor-
talidade.* A fragdo lipidica do café € composta principalmente por
triacilglicerdis, esterdis e quantidades significativas de diterpenos
com esqueleto do tipo caurano. O caveol (PubChem CID: 114778)
e cafestol (PubChem CID: 108052) (Figura 1), principais represen-
tantes dos diterpenos no café, correspondem a 20% dos lipidios no
grdo e podem ser encontrados na forma livre ou esterificados com
diferentes dcidos graxos, sendo a segunda forma a majoritdria.>” O
interesse por estes compostos € reportado em diferentes estudos que
investigam desde a contribui¢@o a satide pelo consumo de bebidas de
café até a aplicagdo como pardmetro de qualidade, para identificagio
de espécies de café em blends comerciais.® Bioativos de importincia
pela reconhecida capacidade antioxidante e as propriedades anticar-
cinogénicas e anti-inflamatdrias, tem sido ainda citada a aplicacdo
de diterpenos em produtos cosméticos.® Considerando a dificuldade
de sintese dos diterpenos e a restrita disponibilidade de compra e
o alto preco dos padrdes comerciais, metodologias eficientes para
extracdo desses compostos, que permitam posterior purifica¢do, sdo
também de interesse.’

*e-mail: bianchin.mirelli @ gmail.com

Figura 1. Estruturas quimicas do caveol e cafestol

A maior propor¢do dos diterpenos do café encontra-se na forma
esterificada, assim, para a extrag@o de caveol e cafestol € necessario
que ocorra uma etapa de hidrdlise, como a saponificagdo ou a me-
tandlise para a obtencdo dos diterpenos livres.!®!! Nos métodos que
utilizam a saponificacdo, o tempo da reacdo varia de 1 a 4 h, o que
torna o processo exaustivo e limitado. Portanto, € importante desen-
volver novas metodologias para extragdo de caveol e cafestol, para a
posterior aplicacdo destes compostos em potencial.

A literatura reporta duas abordagens para separacao de diterpenos
em café: a extragiio prévia dos lipidios seguida de saponificagdo,>!>!4
ou metandlise,'! com posterior separagcdo dos compostos ou a sa-
ponificagdo direta seguida de separacdo com solvente orgénico.!¢>
Dias et al.,'® estudando extragdo de diterpenos de café, reportaram
uma maior eficiéncia da saponificacdo a quente (em banho a 80 °C,
1 h) comparativamente a saponificag@o a frio e a extracao (Soxhlet
ou Bligh & Dyer) seguida de saponificagio a quente.

A utilizagdo de aquecimento em banho térmico apresenta limita-
¢des quando hd o interesse em adaptar procedimentos de um método
analitico'® para uma extragdo em maior escala. Uma ampliagdo da
propor¢ao amostra/solvente aumentaria ainda mais o tempo da reacdo
de saponificag@o e restringiria a utilizagdo do aquecimento conven-
cional, devido as zonas irregulares de aquecimento que sdo formadas
durante a transferéncia de calor por conducdo e convecgdo.” Além
disto, o caveol e o cafestol apresentam sensibilidade a dcidos, bases
e oxidantes, a qual estd relacionada a presenga do anel furano.**%
Portanto, o controle da etapa de saponificagdo € muito importante,
uma vez que durante a hidrdlise os compostos ficam susceptiveis a
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mudancas na estrutura,®'> assim, condi¢des de estresse como variagdes
de temperatura devem ser evitadas.'

Como alternativa aos métodos convencionais de aquecimento,
a utilizagdo do aquecimento por irradiacdo de micro-ondas € consi-
derada uma técnica promissora por permitir a extragdo de diferentes
compostos e melhorar processos quimicos.”?® Entre as vantagens do
uso de micro-ondas em reagdes quimicas em relacdo ao aquecimento
convencional destacam-se a reduc@o no tempo e aumento da taxa de
reagdo, o aumento do rendimento e da seletividade e 0 menor consu-
mo de energia, permitindo realizar transformacdes mais seguras, com
menor produ¢io de residuos e em um maior niimero de amostras.?*
O emprego de uma reacdo de saponificagio mais eficiente, e em maior
escala, poderia viabilizar a extragdo de diterpenos da matriz de café
torrado, permitindo seu posterior uso em produtos de alimentos ou
farmacéuticos, ou, apds purificagdo, como padrdes analiticos.

Nao hd informacdes na literatura sobre o uso da energia de micro-
-ondas na reacgdo de saponificacio para extracao de diterpenos. Assim,
este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos dos parametros de
tempo e temperatura na saponificacéo assistida por micro-ondas para
extracdo de caveol e cafestol em café torrado. A eficiéncia do processo
de saponificagdo em micro-ondas foi verificada através do teor de
caveol e cafestol extraido. Apés a defini¢cdo da melhor condicdo de
processo, os resultados foram comparados aos obtidos utilizando
como referéncia o método de saponificagdo em banho térmico.!®

EXPERIMENTAL

A proposta da metodologia de saponificacdo em micro-ondas
foi baseada e adaptada do método estabelecido por Dias et al.,'® que
consiste na saponificagdo direta a quente da fragdo lipidica do café
em banho termostético a 80 °C durante 1 h, seguida da separagdo da
fragdo insaponificavel por separacio liquido/liquido e quantificagdo
dos diterpenos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Reagentes e padroes

Utilizou-se como reagentes para a etapa de saponificacio: hidr6-
xido de potdssio (KOH) 85% (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e
etanol P.A. (Impex, Varginha, Minas Gerais, Brasil). Para a separacéo
dos compostos e andlise cromatogréfica foram empregados terc-butil
metil éter 99,5% (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha), acetonitrila
grau HPLC (Panreac, Barcelona, Espanha), dgua purificada (Sistema
de purificagdo Milli-Q®, Millipore, Billerica, EUA) e padrdes anali-
ticos de caveol e cafestol (pureza >98%, Axxora, San Diego, EUA)
certificados pela Alexis Biochemicals (Lausanne, Suica).

Material

As amostras de café arabica torrado comercial em grao (Spresso
Melitta, Avaré, Sao Paulo) foram caracterizadas quanto a granulome-
tria e umidade. O café foi moido em moedor (moinho Krups GVX
2, China) até a granulometria de 16 mesh. A umidade (4,95 g 100
g!) foi determinada em equipamento de infravermelho (OHAUS,
Parsippany, EUA) a 105 °C durante 7 min,'® e o resultado obtido foi
utilizado para os célculos do teor de caveol e cafestol em base seca.

Métodos

Reacdo de saponificacdo assistida por micro-ondas

A reac@o de saponificacio foi realizada em equipamento de micro-
-ondas (Ethos One, Milestone, Itdlia), sob agitacdo fixa a 700 W. Em
frasco de Teflon, adicionou- se 10 mL de hidréxido de potassio (2,5
mol L) em etanol (96%) a 1,0 g de café torrado e moido. Optou-se em
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manter a propor¢éo original de 1:10 (m/v), utilizada por Dias et al.,'
mas ampliando-se a escala em cinco vezes. A reacdo de saponificagdo
foi conduzida de acordo com as variacdes das condicdes de tempo e
temperatura estipuladas pelo planejamento fatorial.

O perfil de aquecimento consistiu em uma rampa de aquecimento
linear. A temperatura desejada (70, 80 e 90 °C) foi alcangada em 2 min
e manteve-se durante o tempo de reacdo (4, 8 e 12 min), seguido de
um tempo de exaustiio de 2 min, no qual o interior do equipamento
atinge 65 + 3 °C. O equipamento de micro-ondas foi operado em modo
de controle de temperatura, monitorado por sensor infravermelho.

Reagao de saponificagdo em aquecimento convencional

Para saponifica¢do em banho utilizou-se o método de referéncia,'®
no qual 200 mg de amostra e 2 mL de hidréxido de potéssio (2,5 mol
L") em etanol (96%) foram submetidos ao aquecimento (80 °C) em
banho termostatizado (MA 127/BO, Marconi, Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil) durante 1 h.

Extragdo do caveol e cafestol e preparo das amostras

A extracdo e o preparo das amostras foram realizados confor-
me descrito por Dias et al.'"® Adaptaram-se os volumes de solvente
devido a ampliacdo da escala em 5 vezes. Apds a saponificagdo em
micro-ondas, as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga
e adicionou-se 10 mL dgua destilada e 10 mL de terc-butil metil éter
para a extragdo da fra¢@o insaponificavel. Nas amostras saponificadas
em banho, seguiu-se 0 mesmo procedimento, somente alterando o
volume de 10 mL dos solventes para 2 mL. Em seguida, as amostras
foram agitadas e centrifugadas (2 min a 3000 rpm) (Sovall SS-3,
Ivan Sorvall, Nova lorque, EUA). Para a coleta da fase orgénica, o
processo de adi¢d@o de solvente organico e centrifugacao foi repetido
trés vezes. Apds limpeza da fra¢@o insaponificavel com dgua destilada
(10-2 mL) o extrato organico foi coletado e o solvente evaporado em
banho termostatizado a 70 °C (MA 127/BO, Marconi, Piracicaba, Sdo
Paulo, Brasil). O extrato foi ressuspendido em fase mével, filtrado em
membrana de PVDF Millex® 0,22 um (Millipore, Sao Paulo, Brasil)
e acondicionado em tubos vials.

Andlise cromatogrdfica

Para quantificagdo dos diterpenos, utilizou-se Cromatdgrafo
Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao), com bomba
com gerenciador de solvente quaterndrio e desgaseificador (DGU 20
Ay), auto amostrador (SIL20HT), vélvula injetora (LC20AT) com
alca de amostragem, forno para coluna (CTO 20A), detector UV/Vis
(SPDM20A), interface e sistema de dados controlado pelo software
LC solution. A andlise cromatografica foi adaptada de Dias et al.'® e
Mori et al.** Utilizou-se uma coluna Kinetex 2.6 um C18 (150 mm x
4,6 mm) (Phenomenex, Torrance, EUA), elui¢@o isocratica com fase
moével na proporcdo de 3:2 de dgua e acetonitrila, vazdo de 0,4 mL
min’!, volume de inje¢do de 0,400 pL e detecgdo a 230 nm (cafestol)
e 290 nm (caveol). A temperatura da coluna foi mantida a 55 °C e
o tempo de elui¢do foi 30 min. A injecdo das amostras foi feita em
triplicata e a identificacdo dos compostos foi realizada com base
nos tempos de retencdo dos padrdes e espectro no UV/Vis (Material
Suplementar, Figura 1S). A quantifica¢do foi feita por padronizagdo
externa utilizando padrdes comerciais, construindo-se curvas anali-
ticas de 7 pontos, em triplicata, na faixa de 30 a 200 ug mL"' (R? >
0,99, p<0,001). O teor dos diterpenos foi expresso em base seca (bs).

Delineamento experimental e analise dos resultados
Para a etapa de saponificagdo em micro-ondas, utilizou-se como

delineamento experimental um planejamento fatorial completo 32,
totalizando 9 ensaios (Tabela 1), que foram conduzidos de forma
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aleatéria. As extracdes foram realizadas em triplicata. Como varidveis
independentes foram estudadas a temperatura (X,) e tempo (X,), e
como varidveis dependentes (y), o teor de caveol e cafestol. Os niveis
escolhidos para tempo de reacdo (4, 8 e 12 min) foram baseados na
literatura,'>3!32 e para temperatura (70, 80 e 90 °C), definiu-se como
o ponto central (80 °C) a temperatura proposta na metodologia de
referéncia.'®

Os resultados obtidos pelo planejamento foram analisados uti-
lizando o software Statistica™ Version 7 (Statsoft, Tulsa, EUA),?
gerando um modelo polinomial de segunda ordem (Equacéo 1).

y = B, + BX; + B,X, + B;;X;*> + B,,X;)> + B,X, X, + B,B,,X,X,” +
B]]BZXI2X2 +BIIBZ’2X12X22 (1)

em que B, B, correspondem aos coeficientes de regressdo linear,
B,, B,,, os coeficientes de regressdo quadrdtica, B ,, a interacdo entre
os coeficientes lineares do modelo, B,B,, e B, B, as intera¢des entre
termos lineares e quadriticos e B,,B,, as intera¢des entre termos
quadraticos.

Os efeitos lineares e quadraticos dos fatores e suas interagdes
foram estudados para cada composto, utilizando andlise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 95% de confianca. A funcdo desejabilidade
foi empregada para maximizar conjuntamente os teores dos diter-
penos utilizando o software Statistica™ Version 7 (Statsoft, Tulsa,
EUA).»

Ap06s definir a melhor condicéo de saponificacdo em micro-ondas,
os teores de caveol e cafestol foram comparados aos obtidos por
saponificagdo em banho térmico utilizando o método de referéncia.'®
Para complementar a informacdo sobre a influéncia do tempo na
saponifica¢do, realizou-se um estudo do perfil do teor de diterpenos
obtido na melhor temperatura de saponificacdo em funcéo do tempo
de reacdo. Para a etapa utilizando micro-ondas, empregaram-se os
tempos de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 min, e para o banho convencional, 5,
10, 20, 40, 60, 80 e 100 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme o delineamento experimental, os teores de caveol e ca-
festol obtidos por CLAE ap6s saponifica¢cdo em micro-ondas variaram
de 314 a474 mg 100 g'e de 250 a 373 mg 100 g'!, respectivamente
(Tabela 1). Para a saponificacido conduzida em banho, utilizada como
método de referéncia, foi obtido teor de caveol de 629 mg 100 g' e
de cafestol de 582 mg 100 g''; esses valores encontram-se na faixa
descrita na literatura para café arabica brasileiro.!!3+3¢

Tabela 1. Teores de caveol e cafestol em café ardbica torrado obtidos por
CLAE ap6s saponificagdo em micro-ondas conforme delineamento fatorial
completo 3?

Ensaio Varidveis Caveol’“‘_I Cafestol“_I
Temperatura (°C)  Tempo (min) (mg 100 g")  (mg 100 g™)
1 70 4 314+9 250 =7
2 70 8 362+8 287+5
3 70 12 364 + 14 304 +4
4 80 4 393+ 12 311+6
5 80 8 388+5 3105
6 80 12 474 + 16 373+ 14
7 90 4 352+6 277 +5
8 90 8 407 £9 30111
9 90 12 333+10 261 +8

*Média + desvio padrdo (3 repeti¢des de processo).
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Através da tabela de efeitos (Tabela 2), observa-se que a tempera-
tura e o tempo sdo pardmetros importantes, mas que exercem influén-
cia diferente sobre cada composto. As tabelas de ANOVA correspon-
dentes estdo disponiveis no Material Suplementar (Tabelas 1S e 2S).

Tabela 2. Efeitos das varidveis temperatura (X,) e tempo (X,) na reacdo de
saponificacdo por micro-ondas para obtengdo de caveol e cafestol em café
arabica torrado

Caveol Cafestol

Fatores

Efeito  p-valor Efeito p- valor
Média 3859 <0,001  300,8 <0,001
Temperatura (L) 44,73 <0,001 n.s >0,05
Temperatura (Q) n.s >0,05 -25,72 0,079
Tempo (L) 81,16  <0,001 5581  <0,001
Tempo (Q) 95227  <0,001 89,90  <0,001
Temperatura (L)*Tempo (L) -34,26 0,005 -33,33 <0,001
Temperatura (L)*Tempo (Q) -41,62  <0,001 n.s >0,05
Temperatura (Q)*Tempo (L) -65,60  <0,001 -38,17 0,003
Temperatura (Q)*Tempo (Q) -185,58 <0,001 -140,62 <0,001

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

Com base nos fatores significativos (p < 0,05) gerou-se o modelo
matemdtico que descreve o efeito da temperatura (X,) e do tempo
(X,) sobre a extrag@o de caveol e cafestol (Equagdes 2 e 3) na rea-
¢do de saponificacdo em micro-ondas. Obtiveram-se coeficientes de
determinacio (R?) de 0,94 para a extragdo do caveol e de 0,91 para o
cafestol, indicando boa qualidade no ajuste dos dois modelos.

Caveol = 385,9 + 22,36X, + 40,57X, + 47,63X,> — 17,13X,X, —
20,80X,X,? — 32,75X,2X, — 92,80X,2X,2 )

Cafestol = 300,8 + 27,9X, + 44,95X, — 16,7X,X, — 19,08X,2X, —
70,31X,2X,? 3)

Para o caveol, constatou-se que a temperatura (termo linear) e o
tempo (termo linear e quadrético) exerceram efeito positivo; para o
cafestol, o tempo (termo linear) também apresentou efeito positivo
(p < 0,05), porém a temperatura nélo teve efeito significativo (p >
0,05) (Tabela 2, Eq. 2 e 3). As demais interagdes, para ambos 0s
compostos, apresentaram efeito negativo, o que sugere a presenga
de uma faixa satisfatéria de estudo, na qual atinge-se o maximo do
teor de caveol e cafestol, seguido de reducdo, devido a formagao de
pontos de inflexdo (Tabela 2, Equagdo 2 e 3, Figura 2). Esse com-
portamento demonstra que o tempo e a temperatura sao paraimetros
importantes para a reagdo de saponificacdo e que as interacdes entre
eles sdo limitantes no processo.

Observou-se que para o caveol e cafestol a regido 6tima de sa-
ponificacdo (Figuras 2A e 2B) ocorreu préximo ao tempo em nivel
superior (12 min) e em temperatura préxima ao ponto central (80 °C).
Para cafestol a temperatura de 80 °C foi a melhor, independentemente
do tempo de reag@o. Para o caveol, a utilizagdo de tempos préximos ao
ponto central necessita do uso de temperaturas mais elevadas (>80 °C).

Para os dois compostos, observou-se efeito positivo com aumento
da temperatura até 80 °C. Em temperaturas mais elevadas ocorre a
diminui¢ao da tenso superficial e da viscosidade do solvente, o que
facilita a penetragdo do solvente na matriz e favorece o rompimento
celular, permitindo que os compostos fiquem mais disponiveis para
extragdo.’” Com o uso de temperaturas menores que 80 °C, mesmo
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Figura 2. Superficies de resposta para teores de caveol (A) e cafestol (B) obtidos por saponifica¢do em micro-ondas sob diferentes condigdes de temperatura

e tempo

por tempos prolongados, ndo foi observada a mesma eficiéncia, in-
dicando que essas condi¢des provavelmente ndo sdo suficientes para
saponificar os ésteres de dcidos graxos diterpénicos.

No entanto, a utilizag@o de temperaturas superiores a 80 °C tam-
bém ndo apresentou bons resultados, com reducdo do rendimento dos
dois diterpenos. Embora os diterpenos tenham relativa estabilidade
até mesmo a processos agressivos como o de torra,*® durante a reagdo
de saponificacio estes compostos ficam suscetiveis a mudangas na
estrutura, podendo ser degradados.'> Além disto, Chartier et al.¥
descrevem que a hidrdlise € uma etapa critica devido a sensibilidade
do radical furano, e que essa sensibilidade esta relacionada aos pro-
cessos de aquecimento normalmente usados para obter os diterpenos.

O método de saponificagio a quente desenvolvido por Dias et al.'®
foi baseado no trabalho de Urgert ef al.', que propuseram a saponi-
ficac@o de café torrado a 80 °C durante uma hora, porém a relacio
entre a reag¢do de saponificag@o e a temperatura especifica de 80 °C
nao € reportada. Chartier et al.* verificaram que a melhor condi¢ao
de transesterificacdo para obtencdo de caveol e cafestol em 6leo de
café ardbica verde ocorreu na temperatura de 70 °C. Oigman et al.'
descrevem que para obtengdo dos diterpenos em 6leo de café ardbica
verde por reacdo de metandlise em micro-ondas, a melhor tempera-
tura foi de 100 °C. Desta forma verifica-se que, para a separacao dos
diterpenos dos ésteres de dcidos graxos, a temperatura 6tima depende
do tipo de reacdo e do tipo de processo utilizado.

Observou-se que o efeito da temperatura foi maior para a extragao
do caveol que para a do cafestol, provavelmente devido a diferencas
na estrutura dos compostos. OQigman et al.'’ e Chartier er al.* repor-
tam que em reacdes de hidrélise, dependo das condi¢des, ambos os

diterpenos sdo afetados, porém o impacto sob caveol € maior do que
sobre o cafestol.

O cromatograma correspondente a saponificagdo a 80 °C em
micro-ondas (Figura 3A) mostra um perfil similar ao obtido por
saponifica¢do em banho (Figura 3B) na mesma temperatura. Apesar
do aquecimento em micro-ondas ter ocorrido mais rapidamente,
ndo foram observados picos de interferentes/produtos de degrada-
¢do. Oigman et al.'* e Tsukui er al.™ na extra¢@o de diterpenos por
metandlise e Liu ef al.** na extragdo de trigonelina, 4cido nicotinico
e cafeina em café ardbica também ndo observaram formacao de
interferentes nas amostras submetidas a irradiacdo por micro-ondas.

Considerando o interesse em maximizar a extragdo conjunta
dos diterpenos, utilizou-se a funcdo de desejabilidade global, uma
técnica de otimizagdo simultinea, que indicou que a melhor condigdo
de saponificagdo ocorreu em 80 °C durante 12 min (Figura 4). Nessa
condicdo, foram obtidos teores de caveol e cafestol de 474 + 16 e
373 £ 14 mg 100 g, respectivamente (Tabela 1). De acordo com os
perfis de desejabilidade de tempo e temperatura (Figura 4), € possivel
observar que a temperatura foi otimizada, uma vez que temperaturas
acima ou abaixo de 80 °C diminuem a quantidade extraida tanto
de caveol quanto de cafestol. Entretanto, o aumento do tempo de
processo poderia aumentar o conteddo de diterpenos, pois 12 min
foi o tempo méaximo utilizado no planejamento fatorial, apesar da
tendéncia ser de estabilizag¢do préximo a 12 min.

Para isto estudou-se o perfil de saponificagdo em micro-ondas
para cada composto (Figura 5A), fixando-se a temperatura da reagio
em 80 °C e variando-se o tempo de 4 até 24 min. Para fins compa-
rativos, estudou-se o perfil de saponificagdo em banho térmico, na
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Figura 4. Desejabilidade para caveol e cafestol obtidos por saponificacdo em micro-ondas e determinados por CLAE

mesma temperatura, variando-se o tempo de 5 a 100 min (Figura 5B).
Observou-se comportamento similar para os dois compostos, tanto
no tratamento por micro-ondas quanto em banho térmico.

O uso de tempos superiores a 12 min ndo foi eficiente para a
saponificagdo em micro-ondas, havendo decréscimo no teor dos
diterpenos em tempos mais prolongados. Em processos extrativos,
durante o aquecimento por micro-ondas, devido a temperatura e a
pressdo altamente localizadas, ocorre migragao seletiva de compostos
a uma taxa mais rapida,”’*! porém, embora as ondas eletromagné-
ticas sejam distribuidas uniformemente em fun¢do do aumento da
temperatura reacional, em sistemas heterogéneos pode ocorrer o
fendmeno de hot spots.*** Este fendmeno consiste na formacéo de
zonas irregulares de aquecimento, que podem estar relacionadas com
a degradagdo dos compostos. Chen et al.* observaram que, mesmo
em temperaturas fixas, tempos mais prolongados de irradia¢do das
micro-ondas provocaram a degradacio de saponinas.

Comparando-se os perfis das reagdes de saponificacdo em mi-
cro-ondas (Figura 5A) e em banho térmico (Figura 5B), verificou-se
que em ambos os casos hd um aumento do conteido de caveol e
cafestol até o tempo 6timo de reag@o (12 min para micro-ondas, 60
min para banho), seguido da reducdo dos diterpenos. A reducio do
tempo de reacdo verificado para a saponificacio em micro-ondas

deve-se a uma maior taxa de extragdo em comparac¢ao a reacdo em
banho termostdtico (Material Suplementar, Figura 2S).

O tempo teve maior influéncia para reagdo conduzida em ba-
nho térmico do que para a reagdo em micro-ondas (Figura 5B).
Aproximadamente 80% a mais dos diterpenos foram obtidos em 60
minutos do que em 40 minutos de reacdo. O tempo 6timo (60 min)
de processo corrobora com o preconizado por Dias et al.'®

Com relacdo a eficiéncia do processo, menores teores de caveol
e cafestol foram obtidos pela reagdo de saponificacdo em micro-on-
das (24% e 35%, respectivamente) comparativamente ao método
de saponificagdo em banho. O menor rendimento, notadamente do
cafestol, pode estar associado a uma menor eficiéncia no processo
de saponificag@o ou a degradag@o térmica do composto.

Destaca-se, no entanto, que houve reducao significativa do tempo
(1/5 em relacdo ao aquecimento convencional), e que o processo em
micro-ondas permitiu uma ampliag¢@o expressiva de escala (5 vezes).
Segundo Zhou et al.,* reagdes quimicas conduzidas em micro-ondas
ocorrem mais rapidamente devido a reducio da energia de ativacio
da reagdo. Souza et al.* também descrevem que na saponifica¢do
por micro-ondas para obteng@o de colesterol e 6xidos de colesterol
em camardo houve redugdo do tempo (75%) em relacido ao método
de saponificacdo a frio.
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Figura 5. Perfil da concentragdo de caveol e cafestol obtidos por saponificacdo em micro-ondas (A) e em banho térmico (B) a 80 °C em fungdo do tempo de reagdo
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CONCLUSAO

A temperatura e o tempo influenciaram significativamente a
reacdo de saponificagido por micro-ondas para extracdo de caveol e
cafestol em caf€ ardbica torrado. A melhor condi¢do ocorreu a 80 °C
durante 12 min.

Utilizando a saponificacdo em micro-ondas obteve-se menor
rendimento dos diterpenos, mas houve redu¢do expressiva do tempo
de processo em comparacio a reagdo conduzida em banho térmico,
sendo possivel a ampliagdo da escala para extracdo com maior massa
de amostra. A técnica de reacdo de saponificagdo em micro-ondas
foi aplicada com sucesso, podendo ser considerada uma alternativa
interessante para extracio acelerada de diterpenos de café torrado.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar de livre acesso, disponivel em http://
quimicanova.sbq. org.br, constam os espectros de UV-vis do caveol
e cafestol (Figura 1S), o grafico de taxa de extragdo para saponifica-
¢do em micro-ondas e em banho térmico (Figura 2S), e as Tabelas
1S e 2S exibem o resultado da Andlise de Variancia (Anova) para o
modelo polinomial de segunda ordem que descreve a significancia da
temperatura e do tempo na rea¢@o de saponificagdo por micro-ondas
para extracdo de caveol e cafestol em café ardbica torrado.
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