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RESUMO

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de café, representando
30% do mercado, com um volume equivalente a soma dos outros seis
paises de maior producdo. A grande producdo e também o consumo de
café levam a geracdo de uma enorme quantidade de residuos. Devido a
importancia dos diferentes compostos presentes nos residuos de café, a
obtencdo de extratos a partir dessas fontes seria uma alternativa de
agregacdo de valor de valor a um subproduto agroindustrial t&o
abundante. Assim, o objetivo deste estudo foi a obtencdo de extratos de
casca e de borra de café, utilizando tecnologia supercritica e métodos de
extracdo a baixa pressdo, a fim de avaliar o potencial antioxidante e a
composicdo dos extratos, e ainda fazer a determinacdo dos pardmetros
cinéticos do processo de ESC. Os extratos obtidos pelos métodos a
baixa pressdo (soxhlet e ultrassom) mostraram maiores rendimentos
guando comparados a extracdo supercritica. O potencial antioxidante foi
avaliado pelos métodos DPPH, ABTS e Folin-Ciocalteau, sendo que 0s
melhores potenciais antioxidantes foram verificados para o0s extratos de
casca de café obtidos a baixa pressdo. A quantificacdo e identificacdo
dos extratos foram avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Os principais compostos identificados foram cafeina
e acido clorogénico.






ABSTRACT

Brazil is currently the world's largest producer of coffee, representing
for 30% of the market, with a volume equivalent to the sum of
production of the other six countries with the highest production. The
large production and consumption of coffee in the country also leads to
generation of a huge amount of waste. Because of the importance of the
different compounds present in coffee waste, obtaining extracts appears
as an important alternative source for the added value of agro-industrial
waste. The objective this study was to obtain extracts of coffee husks
and coffee grounds (Coffea arabica) in order to evaluate the application
of supercritical technology in obtaining compounds of high added value
by analyzing the composition and profile of biological activity of the
extracts, as well the determination of kinetic parameters of the process.
The extracts obtained by LPE (soxhlet and ultrasound) showed best
results for the global yield extraction (X,) when compared to SFE
extracts. The potencial antioxidant was evaluated by DPPH method,
ABTS method and Folin-Ciocalteau method. The best antioxidant
activity was showed by coffee husks extractions, obtained by LPE. The
quantification and the identification of the extracts were accomplished
using HPLC analysis. The main compounds identified were caffeine and
chlorogenic acid.






“Quando os ventos da mudanga sopram, umas pessoas levantam
barreiras, outras constroem moinhos.”’

Erico Verissimo
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1 INTRODUCAO

O mercado mundial de produtos naturais é responsavel pela
movimentacdo anual de aproximadamente US$ 500 bilhdes (ROSA,;
MEIRELES, 2005). O Brasil participa com apenas 10 % desse mercado
mundial, apesar do extenso parque natural existente. Este potencial de
recursos naturais ndo completamente explorado é também motivado pela
escassez de investimento em tecnologias para agregar valor as matérias-
primas existentes no pais ou aos residuos industriais. Apesar disto, o
avanco dos estudos envolvendo produtos naturais se justifica pelas
propriedades medicinais, cosméticas, aromaticas, corantes ou
nutracéuticas de diversos extratos de plantas.

O Brasil é, atualmente, o maior produtor mundial de café, sendo
responsavel por 30% do mercado internacional, com um volume
equivalente a soma da producdo dos outros seis paises de maior
producdo. Aproximadamente 86% da produgdo brasileira concentram-se
nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e S&o Paulo (ABIC,
2010).

Em margo deste ano, a Associag&o Brasileira da Industria do Café
(ABIC) divulgou dados relativos ao consumo interno brasileiro, que, no
periodo compreendido entre novembro/2009 e outubro/2010, apresentou
um aumento de 4,03% no consumo em relacdo ao periodo anterior
correspondente (ABIC, 2011).

A qualidade do café, além dos atributos sensoriais, pode ser
avaliada através da identificacdo e da quantificacdo dos componentes
presentes neste produto, tais como a cafeina, que esta associada a salde
humana, a trigonelina e os acidos clorogénicos, compostos responsaveis
pela formacdo do flavor durante a torrefagdo (TRUGO; MACRAE,
1989).

Referindo-se as atividades fisiol6gicas e metabdlicas, o café é
conhecido por suas qualidades tonificantes, as quais ativam o sistema
nervoso, servindo como estimulantes e reduzindo a fadiga. A maioria
destas atividades est4 relacionada com a cafeina. Sabe-se que o café
possui propriedades antioxidantes, assim como a cafeina, que apresenta
um importante efeito radioprotetor em tecidos celulares (GEORGE et
al., 1999; SANCHEZ-GONZALEZ; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-
CALIXTO, 2005).

Os compostos fendlicos, especificamente os &cidos clorogénicos,
aparecem em concentragdes que variam de 6% a 10% do peso seco dos
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grios (SANCHEZ-GONZALEZ; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-
CALIXTO, 2005).

A grande producdo e consumo de café no pais levam também a
geracdo de uma enorme quantidade de residuos. De acordo com
Badocha et al (2003), a quantidade de casca de café gerada durante o
processamento é equivalente ao total de gréos beneficiados. Em uma
indGstria de café sollvel, para cada tonelada de café produzida sdo
geradas 4,5 t de borra, com aproximadamente 80% de umidade. Apesar
da grande quantidade de residuos gerados no meio agricola e
agroindustrial, apenas uma pequena porcentagem € aproveitada em
razdo do desconhecimento do potencial energético e pela falta de
equipamentos apropriados para sua utilizacido (MAGALHAES et al,
2008).

A casca de café é o principal residuo do beneficiamento do café e
normalmente é empregada na alimentacdo de ruminantes. No entanto,
ela é considerada antinutricional devido a presenca de substancias
toxicas a estes animais, como cafeina (1,2%), taninos (6,3%) e
polifendis (SOCCOL, 2002).

Um estudo desenvolvido pelo programa de Pds-graduacdo em
Energia da USP estudou o aproveitamento da borra de café, gerada pelo
preparo doméstico da bebida de café, como fonte de energia. O trabalho
demonstrou que o Oleo essencial extraido da borra de café é uma
matéria-prima vidvel para a producéo de biodiesel. O 6leo foi obtido por
meio da extracdo em Soxhlet utilizando etanol como solvente
(SANTOQOS, 2010; ABIC, 2011).

Devido a importancia dos diferentes compostos presentes nos
residuos do café, a obtencdo dos extratos surge como uma importante
fonte alternativa de renda pela agregacdo de valor deste residuo
agroindustrial. A qualidade dos extratos obtidos de uma matéria-prima
esta fortemente relacionada com a técnica de extracdo empregada, sendo
gue a qualidade dos extratos é avaliada através do perfil quimico do
produto. A tecnologia supercritica surge entdo como uma técnica
moderna de extracdo que busca o aumento da qualidade através da
exploracdo da seletividade do processo, uma de suas principais
caracteristicas (FRANCA, 1999; BRUNNER, 1994).

Dentre os métodos tradicionalmente usados para a obtencdo de
extratos vegetais estd a extracdo com solvente organico. O emprego de
solventes orgénicos com variadas polaridades tem como principais
restricdes a presenca de residuo de solvente no extrato e a obtencdo de
compostos indesejaveis no produto. A tecnologia supercritica representa
uma alternativa aos processos de extragdo existentes, com possibilidade
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de alcance de maior seletividade de operagdo e obtencdo de extratos
livres de solvente.

As propriedades dos fluidos supercriticos elevam as taxas de
extracdo e os rendimentos, comparativamente com o0s solventes gasosos,
uma vez que as altas massas especificas dos fluidos conferem grande
poder de solvatagdo, enquanto os baixos valores de viscosidade
combinados com valores de difusividade fornecem alto poder de
penetracdo na matriz sélida (AGHEL et al., 2004; TSAO; DENG,
2004).

A taxa de extracdo e o rendimento de processo da tecnologia
supercritica na obtencdo dos extratos de casca e de borra de café
dependem das condicfes de operacdo como temperatura, pressdo, vazdo
de solvente e parametros geométricos. Assim, o0 estudo do
comportamento destes parametros de processo, aliado & avaliacdo da
qualidade dos extratos, auxilia na otimizagdo da extracdo com fluido
supercritico.

Para que seja possivel a aplicacdo industrial da técnica de
extracdo, é necessaria a determinacdo da eficiéncia do processo que
combina qualidade do produto com rendimento de extracdo. Para
atender este objetivo, 0 presente estudo visa comparar 0 extrato obtido
por técnicas convencionais de extracdo (soxhlet e ultrassom com
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol) com o extrato obtido
por tecnologia supercritica (com CO, puro e com CO, com cossolvente
definido pelos resultados das extracBes convencionais). Além do
fundamento tecnoldgico, é importante determinar a composicao quimica
dos extratos e a sua atividade bioldgica, como a atividade antioxidante, a
fim de justificar o processo de aproveitamento da casca e da borra de
café, permitindo a agregacéo de valor do produto e a diminuigdo do
acumulo destes residuos agroindustriais.






2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de diferentes técnicas de obtengdo de extratos de casca
e de borra de café, visando a comparacdo entre os rendimentos de
extracdo e a atividade antioxidante dos extratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

€)

9)

h)

Utilizacdo de técnicas convencionais de extracdo, Soxhlet e
Ultrassom, com solventes organicos de diferentes polaridades
para a obtencdo de extratos de casca e de borra de café;

Avaliacdo do rendimento da extracdo supercritica (ESC) em
funcdo das condigBes de operacdo e comparacdo com as
técnicas convencionais de extracao;

Anélise da atividade antioxidante dos extratos através dos
métodos DPPH (1,1-diphenil-2-picryl hydrazil) e ABTS;

Determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos pelo
método de Folin-Ciocalteau;

Analise do perfil de compostos fendlicos e metilxantinas dos
extratos por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia);

Avaliacdo da influéncia da técnica de extracdo na composicéo
quimica do extrato;

Definicdo das condigdes Otimas de extragdo com CO,
supercritico com e sem adi¢do de cossolvente, em termos de
rendimento de processo e atividade antioxidante dos extratos;

Estudo da cinética de transferéncia de massa;

Modelagem das curvas de extragdo supercritica das cascas de
café utilizando os seguintes modelos disponiveis na literatura:
Sovova (1994), Martinez et al. (2003), Crank (1975) apud
REVERCHON (1997).






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CAFE

A planta de café é originaria da Etiopia, centro da Africa, onde
ainda hoje faz parte da vegetacdo natural. Os manuscritos mais antigos
gue mencionam a cultura do café datam de 575 D. C. no Yé&men, onde
os frutos eram consumidos in natura. Na Pérsia, no século XVI, os
grdos passam a ser torrados e posteriormente consumidos na forma de
bebida, como conhecemos atualmente (ABIC, 2011).

O café chegou ao continente europeu em 1615, trazido por
viajantes em suas constantes passagens pelo Oriente. Apesar do imenso
interesse de paises como Alemanha, Franca e It&lia em desenvolver o
plantio do café em suas terras, foram os holandeses quem introduziram
o cultivo da planta na Europa (ABIC, 2011). Apostando no produto,
com mudas procedentes de Moka, os holandeses deram inicio ao cultivo
sistemético do café no ano de 1658, em Java, a leste da India — origem
da famosa mistura de grdos Mocha-Java, e prosseguiram no Sri Lanka,
ilha do oceano Indico. Em 1699, levaram mais mudas para as col6nias
insulares da Indonésia, Sumatra, Timor, Bali, Malabar e Celebes, e, em
1718, plantaram no Suriname, na América do Sul. Sempre sob controle
da Holanda, essas regifes figuram como as primeiras exportadoras de
café comercial do mundo. Amsterda tornou-se poderoso centro difusor
do produto (MARTINS, 2008). Ingleses e espanhdis completaram
posteriormente, no decurso dos séculos XVIII e XIX, a propagagdo do
café Arébica no continente americano (CARDOSO, 1994).

O café chegou ao norte do Brasil em 1727, trazido da Guiana
Francesa pelo sargento-mor Francisco de Mello Palheta a pedido do
governador do Maranhdo, que o havia enviado as Guianas com essa
finalidade.

O café pertence a familia das Rubiaceas, sendo considerado uma
arvore peguena ou um arbusto perene. E caracterizado por frutos
ovlides com cores vermelhas ou amarelas, contendo duas sementes
cartilaginosas, envoltas em uma polpa adocicada e comestivel. O alto
valor desta planta reside quase que exclusivamente na sua semente, com
as quais se prepara a bebida denominada café. A espécie C. arabica é a
mais cultivada no Brasil, sendo o pais o maior produtor mundial de
frutos desta espécie (SILVA, 2005).
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Os principais motivos do consumo da bebida de café tém sido seu
efeito estimulante e os saborosos aroma e sabor. Além disso, o café
exibe atividade antioxidante e acredita-se que seu consumo moderado
reduza o desenvolvimento de alguns tipos de cancer como o de intestino
grosso. Sua atividade antioxidante é atribuida & presenca de compostos
fendlicos, como acidos clorogénicos, a cafeina e a alguns produtos da
reacdo de Maillard (BUDRYN et al, 2009).

Os compostos fendlicos, além de contribuirem para a formacéo
do sabor e aroma caracteristicos das bebidas de café, sdo conhecidos em
razdo das propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas que conferem a
salde humana, como a atividade antioxidante. Entre os principais
componentes fendlicos estdo os acidos clorogénicos (ACG), que sao
considerados 0s mais importantes e 0s que se apresentam em maior
guantidade nos graos de café, representando cerca de 6-12% em massa
do grdo. Os acidos clorogénicos conferem também pigmentacdo e
adstringéncia a bebida do café (FARAH; DONANGELO, 2006;
ABRAAO et al, 2010; DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010).

Os é&cidos clorogénicos e metilxantinas, como a cafeina e
trigonelina, tém sido objetos de estudo, visto os potenciais efeitos
biologicos positivos que exercem em seres humanos (DUARTE;
PEREIRA; FARAH, 2010).

3.1.1 Casca de café

A grande producdo e consumo de café no pais levam também a
geracdo de uma enorme quantidade de residuos. De acordo com
Badocha et al (2003), a quantidade de casca de café gerada durante o
processamento é equivalente ao total de graos beneficiados. Apesar da
grande quantidade de residuos gerados no meio agricola e
agroindustrial, apenas uma pequena porcentagem é aproveitada em
razdo do desconhecimento do potencial energético e pela falta de
equipamentos apropriados para sua utilizacdo. Da geracdo dos residuos
agricolas no Brasil, a casca de arroz, 0 bagaco de cana e a casca de café
s&0 os predominantes (MAGALHAES et al, 2008).

No Brasil, estima-se que sejam produzidas em torno de 30
milhdes de sacas de casca de café anualmente, quase o equivalente a
producdo dos grdos de café, residuo que este que € considerado um
problema ambiental (SOCCOL, 2002).

A casca de café, principal residuo do beneficiamento do cafg,
normalmente é empregada na alimentagdo de ruminantes. No entanto,
ela é considerada antinutricional devido a presenca de substéncias
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toxicas a estes animais, como cafeina, taninos e polifendis. A cafeina,
composto ativo que causa o efeito estimulante do café, esta presente na
casca numa concentragdo de 1,3% em base seca (SOCCOL, 2002).

A presenca dessas substancias limita o uso deste residuo como
complemento a alimentacdo animal, fertilizantes e biocomposto. No
entanto, por apresentar uma boa quantidade de agucares fermentaveis,
tem sido considerado um substrato apropriado para o cultivo de fungos e
leveduras (SOCCOL, 2002; MURTHY; NAIDU, 2010).

O café € uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo que
a producdo mundial supera os 105 milhGes de toneladas por ano. Assim,
novos aspectos sobre 0 uso dos residuos provenientes do beneficiamento
dos graos de café tém sido explorados, como a aplicacdo como aditivos
alimentares e suplementos de alto valor nutritivo (MURTHY; NAIDU,
2010).

A recuperacdo de compostos de alto valor agregado a partir dos
residuos agroindustriais tem sido considerada uma atividade
economicamente atraente. A estratégia para utilizacdo destes residuos é
construida em torno de produtos fermentaveis e ndo fermentaveis. Nos
processos ndo fermentativos, as cascas sdo utilizadas na extracdo de
compostos bioativos. Estes ingredientes naturais contém compostos
fenolicos e/ou com propriedades funcionais, que podem efetivamente
ser utilizados para desenvolver alimentos funcionais ou nutracéuticos.
As cascas de café contém quantidades aprecidveis de compostos
bioativos, principalmente 4&cidos clorogénicos, com reconhecida
atividade antioxidante (PANDEY et al, 2000; MURTHY; NAIDU,
2010).

3.1.2 Borra de café

Recentemente, a Associacdo Brasileira da Indlstria do Café
(ABIC) divulgou dados relativos ao consumo interno brasileiro, no
periodo compreendido entre novembro/2009 e outubro/2010,
registrando o consumo de 19,13 milhdes de sacas, 0 que representa um
aumento de 4,03% em relagcdo ao periodo anterior correspondente. O
consumo per capita foi de 4,81 kg de café torrado, o equivalente a quase
81 L para cada brasileiro, nimeros que superam o recorde de consumo
anterior, registrado em 1965. Sendo assim, 0 consumo per capita
brasileiro aproxima-se do da Alemanha, e ja supera o de paises como
Franca e Itdlia, considerados grandes consumidores de café (ABIC,
2011). Sendo assim, é possivel estimar a quantidade de residuo que é
gerado a partir do preparo da bebida café, aqui denominado de borra.
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Na industria de café solGvel, para cada tonelada de café verde
processada, sdo gerados 650 Kg de borra; para 1 Kg de café solavel
produzido, séo gerados 2 Kg de borra imida, com 70-80% de umidade.
Cabe ressaltar que os residuos produzidos em escalas menores, como
bares, restaurantes, cafeterias e o preparo doméstico, ndo tém sido
contabilizados (VEGRO; CARVALHO, 2006).

O residuo obtido a partir do tratamento do pd de café com agua
quente ou vapor ainda ndo foi utilizado para aplicacdo industrial,
embora seja composto de carboidratos, lipidios e proteinas.
Trigliceridios e ésteres de alcool diterpeno séo as principais classes de
lipidios encontradas na borra de café, e por esta razdo, geram a
possibilidade do uso de éleo extraido da borra na produgdo de biodiesel
de alta qualidade (COUTO et al, 2009).

Assim como a casca de café, a borra contém cafeina, taninos e
polifendis, porém, em menor quantidade. Mas ainda assim, a presenca
desses compostos a torna um residuo téxico a natureza, limitando seu
uso a ragdo animal, adubo e como combustiveis, em substituicdo e/ou
adicdo a lenha (VEGRO; CARVALHO, 2006).

O aproveitamento da borra de café como fonte de energia foi
estudado em um trabalho desenvolvido junto ao programa de Pds-
graduacdo em Energia da USP. O estudo avaliou desde a captacdo das
borras de café produzidas pelo preparo doméstico da bebida até a
extracdo do 6leo da borra. O 6leo essencial foi obtido por extracdo em
Soxhlet, utilizando etanol como solvente. Os resultados alcangados
demonstram o potencial de utilizacdo do 6leo de borra de café como
matéria-prima para a producdo de biodiesel (SANTQOS, 2010; ABIC,
2011).

Segundo Murthy e Naidu (2010), todos os subprodutos e/ou
residuos do processamento de café sdo ricos em compostos fendlicos,
sendo assim, matérias-primas com potencial para obtencdo de
compostos de alto valor agregado.

3.2 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substéncias capazes de inibir ou retardar
significativamente a oxidacdo de substratos oxidaveis. A importancia
dos antioxidantes para os alimentos e sistemas bioldgicos é bem
conhecida, uma vez que protegem 0s mesmos dos processos oxidativos
(BISCAIA, 2007). O efeito do antioxidante consiste na inativacdo dos
radicais livres, na complexacdo de ions metalicos ou na redugdo dos
hidroperoxidos (ARAUJO, 2004).
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Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de
propriedades fisiolégicas (como antialergénica, antiarteriogénica,
antiinflamatéria, antimicrobiana, antitrombética, cardioprotetora e
vasodilatadora), mas o principal efeito dos compostos fendlicos tem sido
atribuido a sua acdo antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Existem diversos métodos para a extracdo dos compostos
antioxidantes de matrizes vegetais, conhecidos também como
substéncias bioativas. Dentre esses, estdo os tradicionais métodos de
extracdo, como soxhlet, ultrassom e maceragdo, que utilizam
normalmente os solventes organicos, e como alternativa pode-se citar
também os processos de extracdo com fluido supercritico (LEAL et al.,
2003; REHMAN; HABIB; SHAH, 2004). Sob o ponto de vista quimico
ndo ha como selecionar a metodologia mais eficiente para a extragdo
desses compostos que podem sofrer a influéncia de diversos fatores.
Dentre esses, podem ser citados a natureza do vegetal, o solvente
empregado na extracdo, o tamanho das particulas, o tempo e a
temperatura de extracdo (SHAIDI; NACZK, 1995).

Um grande nimero de plantas aromaticas e medicinais contém
compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, e estes
efeitos sdo devidos principalmente aos compostos fendlicos, tais como
flavonoides, 4&cidos fendlicos e diterpenos fendlicos (PIETTA,;
SIMONETTI; MAURI, 1998; MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN
BEEK, 2004).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: sintéticos e
naturais. De modo geral, os antioxidantes sintéticos sdo estruturas
fenolicas que podem apresentar varios graus de substituintes alquilas,
enquanto que os naturais sdo compostos fendlicos, quinonas, lactonas e
os polifendis (ARAUJO, 2004).

Embora os antioxidantes sintéticos sejam amplamente utilizados
pela indUstria alimenticia, existem alguns argumentos com relacéo a sua
seguranca e efeitos adversos destas substancias quando usadas como
aditivos alimentares; os antioxidantes naturais, como as vitaminas e 0s
polifendis, podem apresentar papéis importantes na prevengdo de
doencas associadas aos radicais livres (SOARES; ANDREAZZA;
SALVADOR, 2003; ZHENG; WANG, 2001).

Os compostos antioxidantes apresentam basicamente dois
mecanismos de acdo (ARAUJO, 2004): bloqueadores da reacdo em
cadeia da oxidacdo (doadores de hidrogénio) e complexadores com
metais.
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Além de serem classificados de acordo com o mecanismo de a¢do
gue exercem, 0s antioxidantes classificam-se também em primarios e
sinergisticos, com base em suas fungfes. Os antioxidantes primarios,
gue compreendem os compostos fendlicos poli-hidroxilados e os fenois
com impedimento estrutural, atuam bloqueando a acdo dos radicais
livres, convertendo-os em produtos mais estaveis por meio da doagéo de
hidrogénios ou elétrons. Ja os sinergisticos, classificados genericamente
de removedores de oxigénio e complexantes, atuam por meio de varios
mecanismos, podendo atuar na regeneracao do radical fenoxil, doando
hidrogénio, e regenerando um antioxidante primario. A atuagdo conjunta
dos antioxidantes primarios e sinergisticos aumenta o controle do
processo de oxidacdo, sendo assim, mais interessante do que a aplicacdo
de cada um dos antioxidantes separadamente (ARAUJO, 2004).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo considerados 0s componentes
antioxidantes mais importantes presentes em especiarias e em outros
materiais derivados das plantas, e existe uma grande correlagdo entre a
concentracdo de fendlicos e a capacidade antioxidante total (HU;
SKIBSTED, 2002).

Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem um anel
aromético, tendo um ou mais substituintes hidroxila, e vao desde
simples moléculas fendlicas a compostos altamente polimerizados
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Milhares de compostos fenolicos tém sido observados em
alimentos de origem vegetal, e podem ser agrupados em diferentes
classes de acordo com sua estrutura quimica basica (tais como tipo e
nimero de anéis fendlicos), e em subclasses diferentes, de acordo com
substituicbes especificas na estrutura basica, associacdo com
carboidratos e formas polimerizadas. A maioria destes compostos
destaca-se por apresentar fatores potencialmente protetores contra
doencas degenerativas cronicas, cancer e doencas cardiovasculares
(FARAH; DONANGELO, 2006).

Apesar da diversidade estrutural dos compostos fenolicos
existentes na natureza, os acidos fendlicos, os taninos e os flavonéides
sdo considerados as principais classes deste grupo de compostos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os acidos fendlicos estdo reunidos em dois grupos: derivados do
acido hidroxicinamico e derivados do 4acido hidroxibenzoico. Os
derivados do &cido hidroxicindmico sdo compostos fenolicos de
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ocorréncia natural que possuem um anel aromatico com uma cadeia
carbénica, constituida por trés carbonos, ligada ao anel. Os acidos p-
cumarico, ferdlico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos mais
comuns na natureza. (BELITZ; GROSCH, 1988; DURAN; PADILLA,
1993; HARBORNE, 1973). No grupo dos &cidos hidroxibenzdicos,
compostos que possuem grupo carboxilico ligado ao anel aromatico,
destacam-se 0s &cidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico,
salicilico, elagico e gélico. Embora outras caracteristicas contribuam
para a atividade antioxidante dos &cidos fendlicos e seus ésteres, esta é
geralmente determinada pelo ndmero de hidroxilas presentes na
molécula (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995).

No café, a atividade antioxidante é geralmente associada ao seu
teor de compostos fendlicos, sendo 0s componentes hidroxicinadmicos 0s
mais abundantes (GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007).

Embora taninos condensados sejam 0s principais compostos
fendlicos presentes na polpa de café, nos grdos de café os compostos
predominantes sdo acidos fendlicos, mais especificamente os &cidos
clorogénicos, que chegam a representar 14% em peso dos grdos. Devido
a instabilidade térmica, os &cidos clorogénicos podem ser quase que
totalmente degradados em derivados de fenol, quando os graos de café
sd0 submetidos a intensos processos de torrefacdo (FARAH;
DONANGELO, 2006).

Segundo Azuma et al (2000), os acidos clorogénicos exibem
efeitos inibitdrios da carcinogénese no intestino grosso, figado e lingua,
além dos efeitos protetores contra o estresse oxidativo in vivo.

3.2.2 Metilxantinas

Alcal6ides sdo compostos organicos contendo pelo menos um
atomo de nitrogénio de carater basico no anel heterociclico. Quase todos
os alcaldides possuem atividade farmacolégica, além de possuirem
acOes fisiologicas muito pronunciadas no organismo, de interesse para
0s quimicos, bioquimicos e farmacologistas (SALDANA, 1997).

As metilxantinas sdo metabdlitos secundarios, derivados do
nucleotideo purina e conhecidos como alcal6ides purinicos. A mais
abundante na natureza é a cafeina (1,3,7 trimetilxantina), seguida pela
treobomina (3,7 dimetilxantina). A teofilina (1,3 dimetilxantina) e
outros compostos se encontram em pequenas quantidades, podendo ser
intermediarios da biossintese efou catabolismo da cafeina. Estes
compostos estdo presentes ndo s6 no café, mas também no cacau, em
chés e no guarana (ASHIHARA; SUZUKI, 2004).
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Entre os principios ativos presentes no café, a cafeina é, sem
duvida o mais conhecido e discutido. Quando purificada, apresenta-se
como um po branco cristalino muito amargo (AZEVEDO, 2005).

Os mecanismos de acdo da cafeina no corpo humano séo
similares aos das anfetaminas e da cocaina, porém com efeitos mais
fracos do que os destas drogas, mas agindo nos mesmos receptores do
sistema nervoso central (NEHLIG; BOYET, 2000).

Medicinalmente, a cafeina é utilizada como estimulante cardiaco
e diurético, sendo considerada uma substdncia causadora de
dependéncia fisica e psicolégica (AZEVEDO, 2005).

A cafeina apresenta um efeito vasoconstritor sobre o cérebro e
um efeito vasodilatador sobre a circulagdo sanguinea periférica. O
consumo de moderadas doses de cafeina proporciona um efeito
estimulante leve, atil no alivio da fadiga, sem oferecer efeitos nocivos
(NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992).

Alguns estudos in vitro demonstram que a cafeina, em
concentragGes milimolares, apresenta efeitos antioxidantes, no entanto,
poucos sdo os relatos desse mesmo efeito em concentracdes fisiologicas
(GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007; LEE, 2000).

3.3 METODOS DE EXTRACAO

A crescente demanda de antioxidantes naturais para aplicacdo em
alimentos tem incentivado em todo o mundo a pesquisa sobre a extra¢do
de substancias biologicamente ativas a partir de uma variedade de
matérias-primas vegetais (DIAZ-REINOSO et al, 2006).

A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de
produtos naturais influencia diretamente sua qualidade e sua composi¢éo
final. O procedimento de extracdo é determinado pela familia de
compostos a ser extraida e se 0 objetivo é quantitativo ou qualitativo. Ou
seja, 0 rendimento de processo e a composicdo dos extratos dependem
tanto do solvente utilizado como do método de extracdo aplicado. As
diferentes técnicas de extracdo podem estar baseadas em mecanismos
quimicos diferentes, como por exemplo, a solubilidade de substéncias
no solvente utilizado é funcdo sua polaridade, ou seja, diferentes
substancias serdo extraidas de acordo com o grau de polaridade e o
solvente utilizado. A caracteristica hidrofilica ou lipofilica do composto
a ser extraido afeta sua solubilidade no solvente, e da mesma forma, a
polaridade do solvente também tem impacto sobre a eficacia da extracdo
(BISCAIA, 2007; MOURE et al, 2001; TSAO; DENG, 2004).
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A extracdo de substancias biologicamente ativas pode ser
realizada através de técnicas convencionais de extracdo como ultrassom
e a extracdo Soxhlet. Nestes casos, sdo utilizados solventes organicos
tais como etanol, hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, entre
outros. Estas técnicas sao comumente aplicadas nas inddstrias quimica,
farmacéutica e de alimentos para a producdo de extratos diversos. No
entanto, estes processos envolvem uma etapa adicional de eliminacdo de
solventes, que além de aumentar o gasto energético da extracdo, ndo €
capaz de promover a remocao completa deste, deixando residuos que
podem conferir toxicidade ao extrato (SCALIA; GIUFFREDA;
PALLADO, 1999).

A tendéncia global da busca por tecnologias menos agressivas ao
meio ambiente tem impulsionado os estudos e aplica¢fes industriais de
tecnologias envolvendo fluidos supercriticos, uma vez que a maioria de
suas aplicacdes pode utilizar como solventes substancias inofensivas ao
meio-ambiente e a sallde humana (PERRUT, 2000).

Como alternativa aos processos convencionais, 0s fluidos
supercriticos apresentam muitas vantagens na extracdo de produtos
naturais. A combinacdo de propriedades de liquido e gas dos fluidos
supercriticos tornam estes solventes particularmente adequados para a
extracdo por difusdo em matrizes vegetais (SCALIA; GIUFREDDA;
PALLADO, 1999). Além da utilizacdo em escala laboratorial, os fluidos
supercriticos sdo utilizados em escala industrial na descafeinacdo do
café e extragdo de ldpulo em substituicdo ao cloreto metileno, na
extracdo e desodorizacdo de 6leos vegetais e gordura animal, e na
extracdo e recuperacdo de aromas de diversas origens, etc (ARAUJO,
2004).

3.3.1 Soxhlet

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e esta técnica vem
sendo considerada padrdo por mais de um século. A extracdo
convencional em Soxhlet apresenta diversas vantagens: a amostra entra
em contato com o solvente de extragdo repetidas vezes, havendo sua
constante renovagdo, o que facilita o equilibrio da transferéncia. Além
disso, 0 sistema de extracdo é mantido em uma temperatura
relativamente alta, o que pode contribuir para a extracdo dos compostos
gue se encontram nos poros da matriz sélida. Ndo ha necessidade de
filtracdo para separacdo da matéria-prima do solvente ao término do
procedimento, e existe a possibilidade de se realizar varias extragdes
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simultaneamente, devido ao baixo custo do equipamento (CASTRO,;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

As principais desvantagens da extracdo em Soxhlet em
comparacdo as demais técnicas de extracdo sdo o longo tempo de
processo, que pode variar de 1 h a 72 h, e a elevada quantidade de
solvente empregada, necessitando de uma etapa posterior de eliminagéo
do solvente apds a extracdo, o que exige grande dispéndio de energia, e
ainda torna-se um problema ambiental pelo descarte inadequado dos
residuos (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; ARAUJO, 2004;
MELECCHI, 2005). Além disso, a integridade dos compostos extraidos
pode ser afetada pela decomposicdo térmica ou pela reacdo com o
solvente, ja que, durante a extracdo, o recipiente que contém o solvente
e 0s compostos ja solubilizados é mantido na temperatura de ebuli¢do do
solvente (ARAUJO, 2004).

3.3.2 Ultrassom

A extracdo empregando ultrassom é um método que utiliza a
energia das ondas sonoras (mecanicas) que sdo transmitidas em
freqliéncia superior a da capacidade auditiva humana. As ondas sonoras
se propagam na matéria, em freqliéncias de 20,0 - 100,0 kHz, criando no
meio que se propagam ciclos de expansdo e compressdo, fazendo com
gue as moléculas do meio se afastem e se aproximem indmeras vezes
(LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

Estes ciclos de expansdo e compressdo geram bolhas no interior
do liquido empregado no processo, que ndo podendo mais absorver a
energia gerada pelo ultrassom, implodem, criando um efeito chamado
cavitagdo (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003). A cavitacdo gera
mudancas fisicas e quimicas permanentes aos liquidos, aquecimento e
ruptura nos solidos, e instabilidade na interface de sistemas liquido-
liquido e liquido-s6lido (MELECCHI, 2005).

A utilizacéo de ultrassom em processos de extragdo tem chamado
cada vez mais a atencdo devido a sua maior eficiéncia e ao reduzido
tempo de extragdo, comparado com as extragdes convencionais, tais
como em Soxhlet e maceracdo. As ondas ultrassdnicas rompem as
paredes celulares presentes na matriz vegetal, aumentando a penetracdo
do solvente e o contato entre as fases soluto/solvente e assim, facilitando
a liberagéo dos extratos (MA et al, 2008).

Os dispositivos mais comuns para aplicacdo de ondas
ultrassonicas sdo banho e sonda. Apesar de 0s banhos serem o0s
equipamentos mais utilizados, um fator aponta como principal
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desvantagem por dificultar a reprodutibilidade experimental: a falta de
uniformidade na distribuicdo da energia ultrassdnica, uma vez que
apenas uma pequena fragdo do volume total de liquido nas imediagdes
da fonte de ultrassom sofre cavitacdo (LUQUE-GARCIA; CASTRO,
2003).

Em escala industrial, o ultrassom tem sido utilizado na limpeza
de superficies, atuando principalmente na descontaminacdo, uma vez
gue consegue remover as sujidades dos locais que ndo podem ser
alcancados com os métodos de limpeza tradicionais. E utilizado também
como estimulante celular, em processos de polimerizacéo, esterilizacgdo,
processamento de carnes, entre outras aplicacbes (MASON;
PANIWNYK; LORIMER, 1996; VALERO et al., 2007)

Em relacdo a extracdo em Soxhlet, a extracdo com ultrassom
apresenta como vantagens o aumento da polaridade do sistema através
da cavitacdo, levando a um aumento da eficiéncia de extracdo; permite a
adicdo de um cossolvente que aumente a polaridade da fase liquida;
possibilita a extracdo de compostos termicamente sensiveis que sofrem
alteragdes nas condicGes operacionais de extracdo em Soxhlet e ainda
apresenta tempo de operacdo inferior a0 empregado nesta técnica
(LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

Segundo Vinatoru (2001), o emprego do ultrassom pode ser uma
importante ferramenta para industria de extracdo de fitoquimicos,
podendo ser utilizado em pequena ou grande escala.

3.3.3 Extracao supercritica (ESC)

O processo de extracdo com fluidos supercriticos tem se
caracterizado nos ultimos anos como uma tecnologia emergente, devido
as diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais de
extracdo, especialmente por ser uma tecnologia limpa e seletiva, a qual
leva a obtencdo de extratos com composi¢do quimica diferenciada. No
entanto, uma das principais limitacdes relacionadas ao emprego destes
extratos naturais na elaboracdo de farmacos ou alimentos é a alegada
complexidade do processo de avaliagdo desses, devido a presenca de
misturas de dificil caracterizagdo (ALMEIDA, 2006; PRADO, 2010).

A crescente demanda por antioxidantes naturais tem fomentado a
pesquisa em todo o mundo sobre a obtencdo de compostos
biologicamente ativos a partir de matérias-primas vegetais. Os processos
convencionais de extracdo utilizando solventes organicos sao
comumente empregados para este fim, no entanto, podem gerar residuos
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indesejaveis e extratos oxidados pelo processo de remocao dos solventes
(DIAZ-REINOSO et al, 2006).

A extragdo supercritica pode ser considerada um dos novos
métodos de extracdo potencialmente Gtil na obtencdo de compostos de
alto valor agregado, por fornecer extratos livres de solventes e sem o
risco de degradacdo térmica. A seletividade do processo de extracdo
supercritica pode ser manipulada pela escolha do solvente, pelo controle
da pressdo e da temperatura do processo, fluxo de solvente e ainda, pelo
uso de cossolventes (AGHEL et al, 2004).

A aplicacdo da extracdo com fluidos supercriticos teve inicio na
Alemanha, no final dos anos 70, com o processo de remoc¢ao da cafeina
do café. Até este periodo, a utilizacdo de fluidos supercriticos era
bastante limitada devido as dificuldades em conciliar condicfes de
temperatura e altas pressbes com seguranca (MAUL, 1999;
MELECCHI, 2005). Desde entdo, o emprego da ESC em processos
industriais vem se destacando principalmente pela qualidade dos
extratos obtidos e também pelos aspectos ambientais envolvidos: é uma
tecnologia limpa, livre de residuos toxicos, os extratos ndo sofrem
degradacdo térmica quando sdo utilizadas temperaturas amenas, e ainda
ndo é necessario aplicar um tratamento posterior a extracdo para
eliminacdo de solvente, ja que esse é eliminado por meio da
despressurizacdo do sistema (MAUL, 1999; MICHIELIN et al., 2005;
ALMEIDA, 2006).

Entre 1998 e 2001, 14 plantas foram instaladas na China, Japao e
Taiwan (DEL VALLE et al., 2005). No entanto, nenhuma unidade
industrial de ESC esté localizada na América Latina. O alto custo de
instalacdo quando comparado com equipamentos classicos operados a
baixa pressdo ainda é apontado como a principal causa (MEIRELES,
2008).

A extracdo com fluidos supercriticos € uma opera¢do unitaria por
contato que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-
quimicas dos fluidos supercriticos. Esta técnica é particularmente efetiva
no isolamento de substancias de massa molar média e polaridade
relativamente baixa (PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008).

Um fluido supercritico (FSC) €é qualquer substancia a uma
temperatura e pressdo acima de seu ponto critico termodinadmico (Figura
1). A temperatura critica (Tc) é a temperatura mais alta, na qual o gas
pode ser convertido em liquido pelo aumento da pressdo. A pressdo
critica (Pc) é a pressdo mais elevada, na qual o liquido pode ser
convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido (GOMEZ;
OSSA, 2002; FREITAS, 2007). A &rea em torno do ponto critico de um
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componente (ou de uma mistura) pode ser chamada de “regido critica”,
abrangendo condi¢Bes sub e supercritica. As propriedades do fluido
supercritico com maior importancia para a extracdo sdo a densidade, a
viscosidade e o coeficiente de difusdo, os quais tomam valores que se
aproximam dos valores dos liquidos, no caso da densidade e que se
aproximam dos gases, no caso da viscosidade. Nas proximidades do
ponto critico é onde se produzem com pequenas alteragdes de pressao e
temperatura, as maiores variacfes na densidade do fluido supercritico e
por consequéncia do seu poder solvente (BRUNNER, 1994).

T

Presséo

hndo supercntlco

Ponto critico (Pc)

Solido Liquido

//%

gas

Ponto triplo

1
Te

Temperatura

Figura 1: Diagrama pressdo-temperatura para um componente puro
(Adaptado de MUKHOPADHYAY,, 2000).

A extracdo utilizando fluido supercritico pode reduzir e até
mesmo evitar a maioria dos danos causados pelos métodos
convencionais de extra¢do. Dentre as vantagens da extracdo supercritica,
podemos citar (MAUL, 1999; MUKHOPADHYAY, 2000):

a) Os solventes empregados sdo gasosos a pressdo atmosférica e a
temperatura ambiente, permitindo que apds a extracdo eles sejam
facilmente separados por completo dos extratos e recuperados;
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b) A maioria dos gases supercriticos utilizados é fisiologicamente
segura e inerte;

¢) A separacdo de materiais é feita a baixas temperaturas, o que é
extremamente importante quando sdo extraidas substancias naturais que
sdo termicamente sensiveis;

d) Os extratos quase ndo sofrem hidrolise, oxidacéo,
esterificacdo, caramelizagdo ou alteracdes térmicas, representando de
melhor forma o material original;

e) A forga solvente é ajustada via compressdo mecénica;

f) A adicdo de cossolventes permite a extracdo diferencial de
solutos ndo polares até solutos de alta polaridade e ainda aumenta a
solubilidade do material a ser extraido;

g) Os solventes podem ser reutilizados, reduzindo o custo
operacional.

Os extratos obtidos por ESC sdo considerados naturais e tém
permissdo para aplica¢do em alimentos, uma vez que apresentam “‘status
GRAS (Generelly Reconized As Safe)”. Além disso, o alto gradiente de
pressdo entre a coluna de extracdo e a saida do extrator pode produzir
extratos livres de micro-organismos e esporos, com maior vida Util
guando comparados aos extratos obtidos por processos a baixa pressao
(DIAZ-REINOSO et al, 2006).

O CO, supercritico é o solvente mais comumente utilizado nos
processos de extra¢do supercritica, devido as suas vantagens préticas:
carater ndo-toxico e ndo inflamavel, é ambientalmente seguro, apresenta
alta disponibilidade e alcanca alto grau de pureza a baixo custo (DIAZ-
REINOSO et al, 2006).

O dioxido de carbono supercritico apresenta algumas
particularidades que o torna atrativo para o processo de extragdo
(MAUL, 1999):

a) Sua temperatura critica é de 31,04° C, assim, as extracdes
podem ser conduzidas a uma temperatura suficientemente baixa de
forma a ndo comprometer as propriedades quimicas e organolépticas dos
extratos;

b) A pressdo critica de 78,3 bar é facilmente obtida e permite
trabalhar em um processo de produgdo industrial;

c) Por ser um gas inerte, ndo oferece riscos de reacdes de
oxidacdo, reducao, hidrélise e degradagdo quimica;



45

d) E um géas seguro, ndo explosivo, ndo poluente, ndo toxico, de
uso significativo na gaseificacdo de bebidas;

e) Apresenta polaridade proxima a do pentano e do hexano,
solventes apolares comumente utilizados em extracdes tradicionais com
solventes;

f) E um gas versatil, ja que os parametros de extracdo podem ser
facilmente modificados pela adicdo de modificadores (cossolventes)
polares ou apolares, e também pela selecdo das condicdes de
temperatura e pressao de operacgdo do sistema de extracdo;

g) Compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres,
cetonas e aldeidos séo facilmente extraidos.

O CO, supercritico € mais apropriado como solvente nas
extracOes de compostos de alto valor agregado provenientes de produtos
naturais. Devido a sua caracteristica apolar, € mais indicado adequado
para a extracdo de antioxidantes como carotendides e outros
relativamente lipofilicos. No caso dos antioxidantes polifenolicos, com
caracteristicas polares e consequentemente menos solUveis no CO, é
necessario 0 uso de cossolventes a fim de melhorar o processo de
extragio (TSAO; DENG, 2004; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

A extracdo supercritica consiste basicamente de duas etapas:
solubilizagcdo dos compostos presentes na matriz sélida e separacdo
desses do solvente supercritico. Durante a extracdo, o solvente flui
através do leito de particulas, solubilizando os compostos presentes na
matriz vegetal. O solvente sai do extrator carregando as substancias
solubilizadas, e por meio da redugdo da pressdo, o extrato é liberado do
solvente (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Segundo Brunner (1994) o processo de solubilizacdo de
compostos de uma matriz vegetal divide-se em varios passos:

a) A matriz vegetal absorve o solvente supercritico, inchando a
estrutura das células, as membranas celulares e dilatando os canais
intercelulares, fazendo com que a resisténcia a transferéncia de massa
diminua;

b) Em paralelo, ocorre a dissolu¢do dos compostos do extrato que
podem ser extraidos pelo solvente;

¢) Ocorre a transferéncia por difusdo dos compostos solubilizados
de dentro do sélido até a sua superficie;

d) Os compostos solubilizados atingem a superficie externa;

e) Os compostos solubilizados sdo transportados da superficie
para o solvente supercritico e sdo removidos com o solvente.
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3.3.3.1 Curvas de extracao

A otimizagdo de um processo industrial de ESC requer o
conhecimento de dados termodindmicos (solubilidade e seletividade) e
dados cinéticos (taxa de transferéncia de massa) (FERREIRA et al.,
1999).

A representacdo da cinética da ESC é feita através da construgdo
da curva de extracdo, que normalmente é apresentada como um grafico
da massa acumulada de extrato em funcdo do tempo de extracdo. A
curva obtida depende dos pardmetros de processo e dos fenémenos que
ocorrem no leito fixo durante a extracdo. Sdo varios os fatores que
afetam o comportamento das curvas de extragdo, como por exemplo,
vazdo de solvente utilizada, tamanho da particula formadora do leito.
Desta forma, é dificil fazer a comparacéo entre curvas obtidas a partir de
matérias-primas diferentes e de diferentes equipamentos, mas as
informacdes que ela pode fornecer, como a duragdo da taxa constante de
extracdo, sdo Uteis para comparar uma Série de experimentos com o
mesmo substrato e 0 mesmo equipamento (BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura, as curvas de extracdo sdo divididas
em trés periodos, controlados por diferentes mecanismos de
transferéncia de massa (FERREIRA; MEIRELES, 2002; CAMPOS et
al., 2005; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009):

a) Etapa com taxa constante de extracdo (CER): a superficie
externa da particula esta coberta com o soluto, que ¢ chamado “soluto de
facil acesso”. Neste periodo a conveccdo € o mecanismo dominante e,
portanto, a resisténcia a transferéncia de massa esta na fase fluida;

b) Etapa com taxa decrescente de extracdo (FER): falhas na
cobertura de soluto sobre a superficie externa comegam a aparecer,
dando inicio a difusdo do soluto presente no interior da particula. Nesta
etapa 0s mecanismos de transferéncia de massa por difusdo e por
convecgdo ocorrem simultaneamente;

c) Etapa difusional: a camada externa de soluto praticamente
desaparece. A transferéncia de massa se da por difusdo do interior das
particulas do substrato. Neste periodo a resisténcia a transferéncia de
massa esta na fase solida. A representagdo esquematica de uma curva de
extracao ¢ apresentada na Figura 2.

A representacdo da curva de extracdo pode ser utilizada na
determinacdo de pardmetros de processo, tais como tempo de extragao,
caracterizacdo das etapas de extragdo supercritica e determinacdo da
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solubilidade, como também na modelagem da transferéncia de massa do
sistema (SILVA, 2004).
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Figura 2: Representacdo da curva de ESC apresentando as 3 etapas da
extracdo (MARTINEZ, 2005).

3.4 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica de dados experimentais de ESC tem
como principal objetivo a determinacdo de pardmetros para design de
processo, tais como dimensdes de equipamentos, vazdo de solvente e
tamanho de particula. A obtencdo de tais pardmetros torna possivel a
predicdo da viabilidade econdmica do processo de ESC em escala
industrial, através de estudos de simulacdo das curvas de extracdo
(MARTINEZ et al., 2003).

A literatura dispbe de diversos modelos matematicos para
descricdo do processo de extracdo supercritica. Os modelos podem ser
empiricos ou baseados no balango de massa no leito de extragdo, sendo
gue devem refletir a visdo fisica da estrutura sélida e das observacoes
experimentais. A principal diferenga entre os modelos encontrados na
literatura reside na interpretacdo dada para os fendmenos que ocorrem
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no processo de extracdo e na possibilidade de negligenciar alguns deles
(MARTINEZ et al., 2003).

Entre os inimeros modelos de transferéncia de massa
empregados na modelagem das curvas de extragdo utilizando CO,
supercritico foram selecionados trés modelos para aplicagdo neste
trabalho: o modelo difusional de Crank (1975), que faz analogia a
transferéncia de calor, e os modelos de Sovova (1994) e o modelo
logistico de Martinez (2003), baseados no balanco de massa diferencial.
A descricdo detalhada dos modelos consta ho Apéndice .



4 MATERIAIS E METODOS

A seguir sdo descritos os materiais € meétodos utilizados na
determinacdo das condi¢tes de operagdo do processo de obtencdo dos
extratos de casca e de borra de café, assim como a modelagem
matematica dos dados obtidos experimentalmente, avaliacdo da
atividade antioxidante e o perfil de composi¢éo dos extratos.

4.1 OBTENGCAO DAS MATERIAS-PRIMAS

O residuo do preparo da bebida de café (Coffea arabica, marca
Café Damasco), denominado borra de café, foi coletado na Cantina do
CCS, localizada no Centro de Ciéncias da Saude, no campus da
Universidade Federal de Santa Catarina, pelo periodo de quatro dias. Ao
final do periodo de coleta, a borra de café foi homogeneizada a fim de se
obter uma amostra uniforme. Apds esta etapa, a matéria-prima foi
separada em pequenas porcGes e acondicionada em embalagens de
polietileno, sendo posteriormente armazenada em refrigerador, a -2° C,
até o momento da secagem.

As cascas de café foram gentilmente cedidas pela Fazenda Tulha,
localizada em Guaxupé, Minas Gerais. A colheita do café foi iniciada
guando os frutos atingiram o estdgio maximo de maturagdo,
denominado “cereja”. Foi entdo realizada a lavagem e separacao do café
cereja, em frutos maduros e verdes. Os frutos maduros passaram por um
despolpador com a finalidade de separar a casca dos grdos de café,
envolvidos pelo pergaminho e mucilagem. Esta casca seguiu para a
secagem em terreiro, a temperatura ambiente, entre 14° C e 30° C, até
gue a umidade final desejada fosse alcancada. Apds o recebimento no
laboratério (LATESC), a matéria-prima, que estava acondicionada em
um saco de rafia (Figura 3), passou por um processo de selecdo, em que
foram removidos residuos de folhas, flores e pedregulhos. Ao final desta
etapa, as cascas de café foram também acondicionadas em embalagens
de polietileno e armazenadas nas mesmas condigdes estabelecidas para a
borra de café.
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Figura 3: Casca de café in natura no recebimento

4.2 PRE-TRATAMENTO DAS MATERIAS-PRIMAS
4.2.1 Borra de café

As amostras de borra de café coletadas, com umidade inicial de
75%, foram submetidas a secagem em estufa com circulacédo de ar (De
Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) por 5 horas a 45°C. Ap6s a secagem, a
matéria-prima foi acondicionada em embalagens de polietileno e
armazenada em freezer doméstico, a -18° C, até a realizacdo dos
experimentos. A Figura 4 mostra a matéria-prima antes e ap6s o pré-
tratamento.
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(a) (b) (©)

Figura 4: (a) borra de café Umida; (b) submetida a secagem; (c)
acondicionada em embalagem plastica.

4.2.2 Casca de café

As cascas de café selecionadas ndo foram submetidas ao processo
de secagem em estufa, pois, como etapa de processamento dos graos, as
cascas ja sdo submetidas a secagem ao sol, no proprio local de colheita.
ApoOs a selecdo, a matéria-prima foi triturada em moinho de facas (De
Leo, Porto Alegre/RS, Brasil). Uma parte dessa amostra, 300 gramas,
foi acondicionada em embalagem plastica, identificada e armazenada
em freezer doméstico. O restante da matéria-prima foi submetido a
separacao e classificacdo granulométrica em agitador de peneiras (Bertel
Industria Metalurgica Ltda., Caieiras/SP, Brasil), com a finalidade de
fracionar a matéria-prima em diferentes tamanhos de particula.
Aproximadamente 100 g de amostra foram utilizadas em cada batelada,
utilizando-se as peneiras da série Tyler de mesh 20, 25, 32, 48, 65, 80 e
fundo. Assim, o conjunto foi agitado por 20 minutos. As fracfes retidas
em cada peneira foram acondicionadas separadamente em embalagens
plésticas, devidamente identificadas, e mantidas congeladas em freezer
domestico, a -18° C, até a realizacdo dos experimentos. A Figura 5
mostra a matéria-prima antes e apds o pré-tratamento.
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Figura 5: (a) casca de café in natura; (b) moida; (c) acondicionada em
embalagem plastica.

4.3 D!ETERMINA(;AO DO TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS
VOLATEIS.

A determinacdo do teor de umidade e de substancias volateis para
a borra e casca de café foi realizada conforme o método 925.09 da
AOAC (2005), cujo procedimento fundamenta-se na perda de umidade e
substancias volateis quando a amostra é submetida a 105° C.

A massa de cada amostra foi determinada em balanca analitica
(AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), sendo 5 g
de cada amostra colocados em capsulas de aluminio taradas,
previamente aquecidas em estufa (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) a
105 ° C por 1 h, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e as
massas foram entdo medidas. Posteriormente, as amostras foram
colocadas em estufa a 105 ° C por 3 horas, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente e as massas medidas novamente. Repetiram-se
essas operacdes de aquecimento e resfriamento em intervalos de meia
hora, até massa constante. Para o calculo do teor de umidade e voléteis,
foi utilizada a Equacg&o 1.

mi—-mf

Teor de umidade e volateis (%) = ( ) 100 @

mi
em que mi é a massa inicial da amostra (g) e mf € a massa final da
amostra (g).

A determinagdo de umidade e substancias volateis da borra e da
casca de café foi realizada em triplicata e o resultado expresso como
média £ desvio padréo.
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44 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS DA
EXTRACAO SUPERCRITICA.

4.4.1 Determinacédo do diametro médio de particula

O diametro médio das particulas de casca e de borra de café foi
determinado através de microscopia eletronica de varredura (MEV). As
andlises de MEV foram realizadas em microscopio JEOL JSM-
6390LV, no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME), da
Universidade Federal de Santa Catarina. Micrografias com aumento de
200 até 1500 vezes foram obtidas. O diametro médio de particula de
cada matéria-prima foi calculado a partir das micrografias, utilizando-se
para tal o software Size Meter versdo 1.1 (Luis Henrique Castelan
Carlson, LCP/EQA/UFSC, SC, Brasil).

4.4.2 Determinagio da massa especifica aparente (p,)

A massa especifica aparente das particulas de casca e de borra de
café foi determinada por meio da relagcdo entre a massa de amostra
utilizada nas extragdes e o volume do leito.

4.4.3 Determinag¢io da massa especifica real (p,)

A massa especifica real foi determinada no Laboratério de
Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC), utilizando-se a
técnica de picnometria em gas Hélio, que segue o principio de
Arquimedes de deslocamento de fluidos, com o uso do equipamento
Accu Pyc 1l 1340 da Micromeritics (Figura 6). A utilizagdo dessa
técnica em geral apresenta bons resultados, uma vez que o gas Hélio
penetra nos poros da matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial
sem alterar as caracteristicas das particulas.

4.4.4 Porosidade do leito

Para a formagdo do leito de particulas utilizou-se
aproximadamente 15 g de amostra, tanto na obtengdo de extratos de
casca quanto de borra de café. A porosidade do leito foi determinada por
meio da Equagdo 2, que relaciona a massa especifica real (p;) € a massa
especifica aparente (pa).

—1-"a
e=1 o (2)
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4.5 DETERMINACAO DA MASSA ESPECIFICA DO SOLVENTE
SUPERCRITICO.

A massa especifica do CO, supercritico (p) nas condigdes de
operacdo planejadas foi determinada através da equagdo de Angus,
Armstrong e De Reuck (1976). Este valor foi aplicado na avaliagdo da
influéncia da temperatura e pressdo na variagdo da massa especifica do
solvente e também na aplicacdo do modelo de transferéncia de massa
descrito por Sovova.

Figura 6: Picndmetro acoplado ao cilindro de gas hélio.

4.6 DETERMINAGAO DA SOLUBILIDADE

A solubilidade é definida como a mé&xima concentragéo de soluto
(extrato de casca ou de borra de café) dissolvido na fase solvente, na
saida do extrator, para uma dada condicdo de temperatura e pressdo de
operacgdo. Para isto, a coluna de extracdo deve ser suficientemente longa
ou a vazdo de solvente suficientemente baixa, de modo a garantir um
tempo de contato suficiente entre as fases, permitindo a saturacdo do
solvente com o 6leo na saida do extrator. Para a aplicagdo do modelo de
transferéncia de massa de Sovova (1994), a solubilidade é um parametro
termodindmico essencial.
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Neste trabalho, utilizou-se a solubilidade da cafeina pura em CO,
(7 x 10 ™ glg CO,) nas mesmas condicdes de pressio e temperatura em
que as extracbes foram realizadas, retirada da literatura (GUPTA,
SHIM, 2007).

4.7 EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

Os processos de extracdo a baixa pressao, que incluem o emprego
de diferentes solventes orgénicos foram realizados a fim de compara-los
com o processo de extracdo supercritica, em termos de rendimento dos
extratos, atividade bioldgica e composicdo em termos de compostos
fendlicos e metilxantinas. O resultado das extracdes a baixa pressdo em
termos de rendimento e qualidade dos extratos possibilitaram a selecéo
do cossolvente para ser utilizado na extracéo supercritica.

Os extratos obtidos apds a extracdo em Soxhlet e com ultrassom
passaram por um processo de eliminacdo de solvente, em evaporador
rotativo (Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) com
arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda.,
Palhoca/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil). As temperaturas de evaporacdo foram ajustadas
para valores inferiores aos pontos de ebuli¢do dos solventes utilizados, a
fim de evitar alteracBes do extrato devido a aplicacdo de calor, e 0 vacuo
ajustado em 650 mmHg.

4.7.1 Extracdo em Soxhlet

A extracdo em Soxhlet foi realizada segundo o método 920.39C
da AOAC (2005), utilizando-se os seguintes solventes organicos:
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol. A Tabela 1 apresenta o
indice de polaridade desses solventes.

Tabela 1: indice de polaridade dos solventes organicos utilizados na
extracdo em Soxhlet.

Solvente indice de polaridade
Hexano 0
Diclorometano 3,1
Acetato de etila 4,4
Etanol 52

Fonte: BYERS, 2007.
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O sistema de extragdo em Soxhlet é composto de um extrator,
acoplado na extremidade inferior a um baldo de 250 mL, e na parte
superior, a um condensador (Figura 7). Para cada extracdo, 5 g de
amostra foram acondicionados em cartucho de papel filtro, e este foi
inserido no extrator. Foram utilizados 150 mL de solvente selecionado,
que foi colocado no baldo e aquecido até a sua respectiva temperatura de
ebulicdo, por meio de uma manta de aquecimento. O processo de
extracdo teve duracdo de 6 h.

As extrac@es foram realizadas em duplicata, e os extratos, obtidos
apos a evaporagdo do solvente, foram acondicionados em frascos ambar
e armazenados a -18° C, em freezer doméstico.

Figura 7: Equipamento para extracdo em Soxhlet.

4.7.2 Extracao com ultrassom

A extracdo com ultrassom consiste na utilizagdo de diferentes
solventes orgéanicos, a temperatura ambiente, para promover a extracdo
de determinados compostos a partir da aplicacdo de ondas ultrassdnicas.
O método de extracéo foi realizado conforme Jacques (2005) e Vinatoru
(2001), em que 7 g de amostra foram adicionados a 210 mL de solvente,
acondicionados em baldo de 250 mL. O baldo foi acoplado a um
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condensador de bolas, e este, por sua vez, conectado a um banho
refrigerado. O conjunto foi submetido a banho indireto em ultrassom
utilizando-se uma lavadora ultrassénica, por 2 h. Os solventes utilizados
foram os mesmo empregados na extracdo em Soxhlet: hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol.

Ap6s o0 tempo de extracdo estabelecido, o sistema foi filtrado e
realizou-se a eliminacdo dos solventes, conforme descri¢do no item 4.7.
Em seguida, os extratos, acondicionados em frascos ambar, foram
armazenados em freezer doméstico, a -18° C. As extraces foram
realizadas em duplicata e os resultados dos rendimentos expressos como
média + desvio padréo.

4.8 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC, no Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC, onde se encontra disponivel uma unidade de
extracdo que opera até uma pressdo maxima de 300 bar e vazBes de
solvente de 1,67 g/min a 36,67 g/min.

A unidade de extracdo supercritica foi empregada para a
determinacdo do rendimento global de extracdo, com o emprego de
dioxido de carbono puro ou com cossolvente, e também para a obtencéo
das curvas de extracdo necessarias para a aplicacdo e comparacdo com
0s modelos matematicos importantes para a avaliacdo das condicOes
Otimas de operacdo que fornecam extratos com melhores atividades
bioldgicas e rendimento satisfatorio.

O meétodo dindmico de extracdo supercritica foi empregado nos
experimentos cinéticos e na determinacdo do rendimento global de
extracdo. O método dindmico é caracterizado pela passagem continua do
solvente supercritico pela matriz sélida (FERREIRA, 1999).

Testes cinéticos preliminares foram realizados a fim de se
estabelecer condi¢Bes de extracdo, tais como vazdo de solvente a ser
utilizada e massa de amostra necessaria para a formacéo do leito.

A verificacdo da influéncia da pressdo e da temperatura no
rendimento global de extracdo foi realizada através de um planejamento
experimental com 3 niveis e 2 variaveis. As variaveis a serem analisadas
s80 pressdo, nos niveis 100, 200 e 300 bar, e temperatura, nos niveis 40
°C, 50 °C e 60 °C. Na melhor condicdo de operacédo, levando-se em
conta rendimento e atividade bioldgica, foi testado o uso do cossolvente,
sendo esse escolhido com base nos resultados de rendimentos obtidos
nas extragdes convencionais.
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4.8.1 Determinacgdo do rendimento global de extragéo (Xo)

O rendimento global de 6leo (Xo) é a quantidade de 6leo extraivel
presente na matriz sélida (casca e borra de café) referente a uma dada
temperatura e pressdo de extracdo. O tempo de extracdo foi definido
através da observacgdo da curva de extracdo obtida no teste preliminar, a
200 bar, 50 ° C e vazdo de solvente de 11,6 g/min, sendo de 4 horas e 30
minutos para a casca de café e de 2 horas e 30 minutos para a borra de
café, totalizando um consumo de 3,15 kg de CO, e 1,75 kg de CO,,
respectivamente.

Através de um planejamento experimental fatorial 3° foram
avaliados os efeitos de dois pardmetros de processo, pressao e
temperatura, em trés niveis conforme mostra a Tabela 2, totalizando 9
experimentos. A matriz do planejamento experimental foi obtida com
auxilio do software STATISTIC for Windows versdo 6.0.

Tabela 2: Planejamento experimental fatorial completo 3* com as
variaveis temperatura (T) e pressao (P), variando em trés niveis.

. Va.r iéveis Va.r i?veis Variaveis Variéveis
Experimento  codificadas codificadas - -
deT de P reaisde T reais de P
1 -1 -1 40 100
2 -1 0 40 200
3 -1 +1 40 300
4 0 -1 50 100
5 0 0 50 200
6 0 +1 50 300
7 +1 -1 60 100
8 +1 0 60 200
9 +1 +1 60 300

Os experimentos para cada uma das amostras foram realizados
em duplicata, com a mesma altura de leito (7,3 cm) utilizando 15 g de
matéria-prima. As extremidades da coluna foram revestidas com
algoddo de forma a evitar a entrada de particulas sélidas na linha de
extracdo, sendo que o espaco restante do leito foi preenchido com
esferas de vidro (na entrada na coluna, antes da matéria-prima).
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Os frascos contendo os extratos foram medidos em balanca
analitica e armazenados em freezer a -18 °C até a realizacdo dos ensaios
para verificacdo de atividade bioldgica.

O rendimento global (Xo) foi calculado através da razao entre a
massa de extrato (Meyyato) Obtida € a massa de matéria-prima (Mipiciar)
utilizada para formar o leito conforme a Equagdo 3. Esta mesma
equacdo foi utilizada para o célculo dos rendimentos obtidos nas
extracdes & baixa pressao:

X 0 (%) — mextrato (3)

inicial

4.8.2 Experimentos cinéticos — Curvas de extracdo e parametros
cinéticos.

Os experimentos cinéticos para a obtengdo das curvas de extracdo
foram realizados apenas com as amostras de casca de café, utilizando 15
g de matéria-prima, medidos em balanca analitica (AY220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao
décimo de miligrama. A massa de matéria-prima a ser utilizada foi
definida de forma que o leito formado apresentasse uma altura de pelo
menos o dobro do didmetro do extrator, considerando que, com essa
relacdo entre altura e didmetro do leito, a dispersdo axial seja
desprezada. As massas dos frascos de coleta foram previamente medidas
em balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda.,, Séo
Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, e a coleta dos
extratos foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados. Apos a
coleta, as massas dos frascos foram medidas novamente, de modo a
determinar a massa de extrato obtida em funcdo do tempo de extragao.
As curvas de extracdo podem ser construidas através da massa de
extrato acumulado em funcdo do tempo de extracdo ou da massa de CO,
consumido, ou ainda pelo rendimento de extracdo versus a razdo massa
de solvente por massa de amostra (MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; MICHIELIN, 2009).

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO, puro
em trés condigBes de vazdo de solvente (7 £ 2 g/min, 12 + 2 g/min e 17
* 2 g/min) e trés didmetros de particula (0,03 cm; 0,05 cm; 0,063 cm)
mantendo-se constantes as demais condicGes de pressdo (100 bar),
temperatura (40 °C). Os valores experimentais de massa de extrato
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acumulada versus tempo de extragdo, obtidos na curva da extracdo
supercritica de casca de café sdo apresentados no Apéndice Il.

Os tempos de cada um dos periodos de extragdo foram calculados
a partir das curvas de extragdo. Os tempos tcer € trer representam o final
das etapas constante e decrescente de extracdo, respectivamente. A taxa
de transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de
regressao linear da curva de extracdo no periodo CER, realizada com
auxilio do software Microsoft Excel, enquanto a concentracdo de soluto
na fase solvente na etapa CER (Ycgr) foi determinada pela razdo entre

Mcer € Qcoo.
4.8.3 Emprego de cossolvente

Para a adicdo de cossolvente junto a extragdo supercritica, uma
bomba de cossolvente (BC) (Constametric 3200, SP Thermo Separation
Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo supercritica.
Apo6s a bomba de cossolvente hd uma valvula de retencdo (VR) que
evita o retorno do solvente organico para a BC, caso haja um aumento
na pressdao da bomba de CO, durante o experimento. A bomba de
cossolvente trabalha numa faixa de vazdo de 0,1 a 10 mL/min
(CAMPOS et al., 2005) Utilizou-se como cossolvente o alcool etilico
(P.A.) em fracdes de 4 e 8 % (m/m) para a extracdo de casca de café, e
8% e 15% (m/m) para a borra de café. Este solvente foi selecionado com
base nos resultados de rendimento das extracdes em Soxhlet e com
ultrassom e em dados da literatura.

4.9 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica foi desenvolvida a fim de avaliar a
influéncia dos pardmetros do processo e da abordagem de cada modelo
ao ajuste das curvas experimentais de extragdo supercritica. A subrotina
BOBYQA, que elimina a necessidade do emprego de derivadas, foi
usada na aplicacdo dos modelos de transferéncia de massa de Martinez
et al. (2003), Sovova (1994), e no modelo de analogia a transferéncia de
calor de Crank (1975), segundo Martinez e Martinez (2008).

Os parametros necessarios para a aplicacdo dos modelos de
transferéncia de massa foram determinados experimentalmente ou
calculados a partir de dados experimentais, ou ainda obtidos a partir de
dados da literatura, como o valor da solubilidade do extrato de café em
solvente supercritico.



61

4.10 DETERMINAGAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes
nos extratos de casca e de borra de café foi realizada no Laboratdrio de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) através do método
de Folin-Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965; PESCHEL et al.,
2006).

Inicialmente, foi necessario construir uma curva padrao de acido
clorogénico, a fim de representar a absorbancia da amostra frente a
concentracdo da curva padrdo. Preparou-se uma solucdo estoque de
0,005 g/mL de acido clorogénico em agua destilada, e a partir desta
solucdo estoque, sdo diluidas aliquotas em balBes volumétricos de 100
mL para a obtengdo de solugdes de concentracOes finais de 0, 50, 100,
150, 200, 250, 350 e 500 mg/L. A reagdo de oxidacéo foi realizada em
balGes volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para estes 100 uL de
cada uma das diluicdes, ao quais foram adicionados 2 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Ap6s 30 s e antes de
8 min apds a adicdo do reativo, foi adicionado 1,5 mL de solucdo aquosa
de carbonato de sddio a 20 % (m/v). Os balBes foram completados com
agua destilada até a marca de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao
abrigo da luz e a temperatura ambiente por 2 h para que a reacgéo
ocorresse. A absorbancia de cada uma das solugdes foi medida a 765 nm
em espectrofotbmetro (FEMTO, 800 XI, Sao Paulo, SP) e o branco foi
realizado com agua destilada. A curva padrao de acido clorogénico foi
representada através do grafico de absorbancia versus concentracdo de
acido clorogénico (mg/L) e esta apresentada no Apéndice Il1.

Os extratos avaliados foram diluidos em alcool etilico absoluto
P.A. na concentracdo final de 1667 mg/L, e seguiu-se 0 mesmo
procedimento de reacdo de oxidagdo descrito para a curva padrdo de
acido clorogénico. Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo
de extrato foram correlacionados com a curva padrdo, e 0 teor de
compostos fendlicos totais (TFT) foi determinado através da Equacéo 4.
Os ensaios foram realizados em ftriplicata, e os resultados expressos em
mg de EAC/g de extrato, como média * desvio padréo.

TFT (ngAC/g) — {EAC.looo}

(4)

extrato

Sendo:
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EAC: equivalente em acido clorogénico, obtido através da curva padréo
(mg EAC/L);
D: diluicdo da amostra (mg extrato/L).

4.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.11.1 Método DPPH

A técnica de determinacdo de atividade antioxidante pelo método
DPPH constitui na reacdo do composto em analise em uma solucdo
etanolica de DPPH na concentracdo de 0,3 mM e com concentracGes
crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg/mL) dos extratos analisados
(casca e borra de café), por 30 min, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Decorrido o tempo de reagdo, faz-se a leitura das
absorbancias em espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, Sdo Paulo, SP).
Quanto maior a atividade antioxidante da amostra testada, mais estavel o
radical DPPH se torna, provocando a descoloracdo da solucdo (DPPH e
extrato) e diminuindo a absorbancia. Assim, o percentual de inibi¢do das
amostras testadas sobre o radical pode ser calculado convertendo-se a
absorbancia em porcentual de atividade antioxidante (AA %), segundo a
Equacéo 5:

AA(%) =100- [(Absamostra - Absbranco)-loo] (5)

AbScontrole

A concentracdo das amostras necessarias para reagir com 50% do
radical livre DPPH (ECs) é calculada por analise de regressao linear
(MENSOR et al., 2001). Os resultados encontrados de concentracdo
efetiva (ECsq) e atividade antioxidante (AA %) para 0s extratos
analisados foram calculados a partir de valores médios de absorbancia
de cada concentragéo.

4.11.2 Método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de casca e de borra de café
foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Re et al. (1999).
Utilizou-se o Trolox, vitamina E sintética (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
EUA) como antioxidante referéncia, que foi preparado em etanol e
estocado como solucdo padrdo. O ABTS foi dissolvido em agua até a
concentracdo de 7,0 mM, e submetido a reacdo com 2,45 mM de
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persulfato de potéssio para a formacgdo do radical. A mistura ficou no
escuro a temperatura ambiente de 12 a 16 horas antes do uso. A solugédo
do radical ABTS-+ foi diluida em etanol até uma absorbancia de 0,70 +
0,05 a 754 nm. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro, para o
tempo de 6 minutos apos a adi¢do da amostra na solugdo de ABTS-+. A
partir das leituras realizadas a porcentagem de inibicdo do radical foi
calculada através da Equacéo 6:

% Inibigio = 1- [‘;”%] .100 (6)

Onde: Abs; é a absorbancia apds a adi¢do da amostra ao radical ABTS
para o tempo de 6 minutos e Abs, € a absorbancia do radical.

Uma curva padrdo foi plotada em funcdo da porcentagem de
inibicdo do radical ABTS pelas diferentes concentraces de Trolox
(uUM/mL). Apds a obtencdo do percentual de inibicdo do respectivo
extrato a atividade antioxidante (AA) foi calculada através da Equacéao 7
com base na curva padrdo de Trolox. A curva padrdo de Trolox €
apresentada no Apéndice I11.

AA= [ )

Onde: C, ¢ a concentragdo (uM/mL) referente ao percentual de inibigao
obtido através da leituras espectrofotométricas do extrato e C. é a
concentracdo do extrato utilizada na técnica.

Desta forma, os resultados foram expressos em pM TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) por g de extrato.

4.12 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS E METILXANTINAS

A composicdo dos extratos de casca e de borra de cafe, em
termos de compostos fenolicos e metilxantinas, foi determinada através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), realizada no
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal, no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Catarina.

A composicdo dos extratos de casca e borra de café foi
determinada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR) (Shimadzu LC-10, Kyoto, Japan), usando uma
coluna C18 Shim-pack (com didmetro interno de 4,6 mm e comprimento
de 250 mm). Para a determinacdo da composicdo de fendlicos, diluiu-se
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5 mG de extrato em 1 mL de etanol, no caso dos extratos obtidos por
ESC, e a mesma quantidade de amostra em 1mL do respectivo solvente
de extracdo, no caso das extragdes a baixa pressao (Soxhlet e ultrassom).
Uma aliquota de 10 uL de cada solugdo foi injetada na coluna de CLAE
termostatizada a 40 °C, utilizando a fase mdvel composta de
acetonitrila/acido férmico 0,1% (15:85, v/v) escoando com vazédo de 0,8
mL/min. O mesmo procedimento foi adotado para a quantificacdo das
metilxantinas, com exce¢do dos extratos obtidos por ESC, que foram
diluidos em diclorometano.

A determinacdo quantitativa foi baseada no método do padrédo
externo por comparagdo com o tempo de retencdo de padrdes de
compostos fendlicos puros e metilxantinas. Para todas as amostras, a
concentracdo final dos compostos foi determinada pela média dos
resultados de trés injecdes consecutivas (MORAIS et al., 2009).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS VOLATEIS

Os valores de umidade e substancias volateis determinados para
casca de café e para a borra, apds a secagem, estdo apresentados na
Tabela 3, como média + desvio padréo.

Tabela 3: Teor de umidade e substancias volateis.

MATERIA-PRIMA RESULTADO (g/100g)
Borra de café 145+0,4
Casca de café 13,04 + 0,02

A 4gua presente na amostra geralmente afeta negativamente o
rendimento da extracdo supercritica. Para evitar interacfes indesejaveis
entre a matriz vegetal e a dgua, essa deve ser removida ou aoc menaos ter
seu contetdo controlado. Apenas 0,3% da agua contida na amostra séo
soliveis em CO, supercritico, e esta quantidade serve para solubilizar
compostos relativamente polares, pouco sollveis no CO, puro. Assim,
amostras com teor de umidade alto normalmente levam a baixos
rendimentos de extracdo, ja que a 4gua passa a competir com o solvente
supercritico na  extracdo de  determinadas  substancias
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

A umidade final da borra de café foi alcancada apds secagem em
estufa com circulacéo de ar, conforme descrito no item 4.2.1, sendo que
0 teor de umidade inicial era de 75%. A casca de café sofreu apenas o
processo de secagem ao sol na prépria fazenda de origem, alcangando
dessa forma sua umidade final (item 4.1).

5.2 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS

A caracterizacdo das particulas que comp8em o leito da extracdo
supercritica é de fundamental importancia para a compreensdo da
cinética de extracdo e dos fendmenos de transferéncia de massa
envolvidos no processo, através da andlise dos parametros e curvas
obtidos pela modelagem matematica.
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A Tabela 4 apresenta os valores de didametro de particula, massa
especifica real e aparente das amostras, além da porosidade do leito de
particulas, obtidos para cada uma das matérias-primas em estudo,
conforme metodologia descrita no item 4.4,

O didametro médio das particulas de casca e de borra de café foi
determinado por andlise de MEV, sendo que as micrografias obtidas
estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9, respectivamente. No Apéndice 1V,
as micrografias sdo apresentadas em ampliacdes variadas para melhor
visualizag&o de detalhes das particulas.

Tabela 4: Caracterizacéo do leito de particulas formado para a extracao
supercritica.

Didametro Massa Massa
Matéria- médio de especifica especifica Porosidade
prima particula aparente b do leito
real (g/cm3)
(mm) (g/cmB)
Borrade café  0,25+0,04 0,621+0,001 0,653+0,001 0,05
Casca de café  0,6340,16  0,444+0,003 0,749+0,002 0,41

O valor do desvio padrdo para o diametro médio de particula
obtido para a amostra de casca de café reflete a ndo uniformidade no
tamanho das particulas em relacdo as amostras de borra de café, que
pode estar associada ao processo de trituracdo da matéria-prima. As
particulas de borra mostraram-se mais uniformes, com tamanhos
semelhantes.

As ampliagdes das micrografias foram diferentes para cada
amostra (casca e borra) em funcéo do tamanho das particulas analisadas.
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Figura 8: Micrografia obtida por MEV das particulas de casca de café
de didmetro 0,63+0,16 mm, com aumento de 40x.

TN
X200 "100pm

Figura 9: Micrografia obtida por MEV das particulas de borra de café,
de didmetro 0, 250,04 mm, com aumento de 200x.
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5.3 TESTES PRELIMINARES

Os testes preliminares de cinética de extracdo foram realizados
com o objetivo de definir as condi¢cdes operacionais mais adequadas a
serem utilizadas nas extracdes com fluido supercritico, tais como vazédo
de solvente e tempo de extracdo. Para isso, utilizou-se uma pressao de
200 bar e 50 °C, condicdo intermedidria de pressdo e temperatura
empregada posteriormente nos ensaios de rendimento, e vazbes de 8 + 2
e 11+ 2 g/min.

Constatou-se que o emprego de uma vazdo de solvente maior
levou a um maior rendimento de extracdo, tanto para a casca quanto
para a borra de café, indicando que o processo de transferéncia de massa
torna-se mais favoravel quando uma maior massa de solvente é
utilizada. Além disso, devido & caracteristica resinosa do extrato de
casca de café, é desejavel que uma maior vazdo de solvente seja
empregada, de modo a evitar entupimentos na linha de extracdo devido
ao acUmulo de extrato. A maior vazdo promove também maior
disponibilidade de soluto no extrator por unidade de tempo, aumentando
0 gradiente de concentracdo entre o sdlido e o solvente, e
consequentemente a taxa de transferéncia de massa. A Figura 10 ilustra
as curvas de extracdo obtidas para a casca e para a borra de café, na
condi¢do de 200 bar, 50 °C e vazdo de solvente de 11 + 2 g/min.

Para o0s ensaios de rendimento global de extracdo supercritica é
necessario fixar um tempo de extracdo, para que seja possivel avaliar 0s
efeitos da pressdo e da temperatura empregados no processo de
extracdo. O tempo é fixado com base nas etapas da curva de extracao,
conforme descrito no item 4.8.2. Na etapa de taxa constante de extracéo
(CER) as particulas se encontram completamente envoltas por uma
camada superficial de soluto, fazendo com que o processo seja
caracterizado pela transferéncia de massa por conveccdo entre a
superficie do solido e o solvente. Apos a etapa CER, tem inicio a etapa
de extracdo decrescente (FER), ocasionada pela exaustdo da camada de
soluto na superficie das particulas e pelo inicio da transferéncia por
difusdo, pois o solvente encontra espacos livres para penetrar na matriz
solida, solubilizar o soluto e retornar a superficie da particula. A etapa
final ¢ a de taxa quase nula ou difusional de extracdo, na qual a
inclinacdo da curva diminui e a curva se aproxima do valor que
representa o contelido tedrico de soluto extraivel (X,) (FERREIRA,
MEIRELES, 2002).

Observando 0 comportamento das curvas de extragdo,
apresentadas na Figura 10, padronizou-se o tempo de extracdo em 4 h e
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30 min para a casca de café, e em 2 h e 30 min para a borra de café. Os
tempos foram definidos de forma que a etapa difusiva fosse alcancada,
garantindo que a maior parte de soluto tenha sido extraida.

Fazendo a regressdo linear dos dados obtidos nas curvas de
extracdo chega-se aos parametros cinéticos tcer (tempo de duracdo da
etapa CER) e Mcgr (taxa de extracdo da etapa CER), apresentados nas
Tabelas 5 e 6, para a casca e para a borra de café, respectivamente, e
Y cer (concentracdo de soluto na fase solvente na etapa CER).
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Figura 10: Curva de extracdo com CO, supercritico de casca e de borra
de café a 200 bar, 50 ° C e 11+2 g/min de solvente.

Tabela 5: Pardmetros cinéticos de extracdo de casca de café a 200 bar,
50 ° C e vazdo de solvente de 11+2 g/min.

Etapa de extracdo

Parametro CER FER DCP

t (min) 0-90 90 - 210 210

m (g) 0,1892 0,1099 0,0427

Xo (%) 1,261 0,732 0,284

M (g/min) 0,0023 0,0011 0,0002
Y 2,09 x 10* - -

t: duracdo da etapa de extragcdo; m: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extragdo
decrescente; DCP: etapa difusional.
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Tabela 6: Parametros cinéticos de extracdo de borra de café a 200 bar,
50 ° C e vazdo de solvente de 11+2 g/min.

Etapa de extracio

Parametro

CER FER DCP
t (min) 0 -40 40 - 80 >80
m (g) 0,9197 0,4056 0,1459
Xo (%) 6,13 2,71 0,97
M (g/min) 0,0269 0,0063 0,0005
Y 2,44 x 107 - -

t: duragcdo da etapa de extragcdo; m: massa de extrato aproximada; X:
rendimento da etapa; M: taxa de extragdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extracdo
decrescente; DCP: etapa difusional.

5.4 RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRAGAO (Xo)
5.4.1 Extragdes a baixa pressao

O rendimento global de extracdo (Xg) € definido como a
guantidade total de compostos presente na matriz sélida, possivel de ser
extraida pelo solvente, em funcdo das condicbes de extracdo
estabelecidas (SILVA, 2004).

Os rendimentos dos extratos da casca e da borra de café obtidos
pelos processos de extracdo a baixa pressdo, com diferentes solventes e
seus respectivos indices de polaridade, estdo apresentados na Tabela 7.

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que os melhores
rendimentos foram obtidos com a extragdo em Soxhlet, utilizando etanol
como solvente, para as duas matérias-primas em estudo. Para a casca de
café, ndo houve diferenca significativa entre os rendimentos obtidos
com hexano, diclorometano e acetato de etila, nos dois métodos de
extracdo a baixa pressdo empregados, a excecdo da extracdo com
ultrassom, empregando hexano, solvente de menor polaridade, que
apresentou o menor rendimento global. Este mesmo comportamento foi
observado para a borra de café, em que também o menor rendimento foi
obtido com o solvente menos polar, utilizando método de extracdo com
ultrassom.
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Tabela 7: Rendimento global (Xo) das extracBes a baixa presséo,
utilizando solventes com polaridades variadas.

A X (% (@]
l\gi'tcsggége Solvente Polaridade ¢ 0(%)
Casca Borra
Hex 0 39®+05 12%¢ 4 1
Soxhlet DCM 3.1 2,7°+£03 10,80,
EtOAC 4.4 3,4ab +0,2 11,83bc +0,1
EtOH 5,2 4,8%+0,1 152+ 2
Hex 0 1,45° + 0,01 o°+1
Ultrassom DCM 31 23%+0,1 9,901
EtOAC 4.4 21°+01  9,7°+0,1
EtOH 5,2 31%+04 122®+05

Hex: Hexano; DCM: Diclorometano; EtOAc: Acetato de etila; EtOH: Etanol.

@ indice de polaridade do solvente (BYERS, 2003).

@ etras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05).

Ao se comparar 0s métodos de extracdo, para um mesmo
solvente, observa-se que a extracdo em Soxhlet apresenta maiores
rendimentos em relacdo ao ultrassom. A temperatura de operagdo, 0
reciclo do solvente e as interacGes entre o solvente e matriz vegetal,
caracteristicos da extracdo em Soxhlet, podem contribuir para uma
maior solubilizacdo de compostos, de diferentes tipos, elevando o
rendimento da extracdo (MEZZOMO et al., 2010).

Os resultados indicam também que os solventes de maior
polaridade levam a maiores rendimentos de extracdo, sugerindo que 0s
compostos presentes na matriz vegetal apresentam polaridade de
intermediaria a alta. No entanto, na extracdo em Soxhlet com hexano,
tanto para a casca quanto para a borra, o rendimento foi proximo ao de
solventes mais polares, como acetato de etila e diclorometano, sugerindo
também a presenca de compostos de carater lipofilico, mais facilmente
solubilizados em solventes apolares, como o hexano.

Couto et al. (2009) apresentaram um rendimento de 5,8% para a
extracdo de 6leo de borra de café com hexano, resultado este superior
ao alcancado neste trabalho. A variagdo no valor do rendimento
alcangado pode estar associada a variedade do café que originou a borra,
as condicOes de preparo e ao pré-tratamento das matérias-primas. Os
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lipidios tendem a permanecer na borra de café ap6s o preparo da bebida,
mas a quantidade pode variar de acordo com o método empregado,
como agua quente ou vapor (RATNAJAKE, 1993).

5.4.2 Extracao supercritica

Na extragdo com CO, supercritico, a avaliacdo do rendimento
global de extracdo, obtido nas diferentes condi¢fes de temperatura e
pressdo empregadas, indica o efeito de solubilizacdo do solvente e
consequentemente a influéncia sobre o rendimento do processo. A
Tabela 8 apresenta os resultados médios do rendimento global de
extracdo (Xo), as condigBes de pressdo e temperatura empregadas, bem
como os valores de massa especifica do solvente supercritico, para os
extratos de casca e de borra de café.

De acordo com a Tabela 8, 0 maior rendimento para o extrato de
casca de café foi obtido na condi¢éo de 300 bar e 50 °C, 1,9 + 0,6%, ndo
diferindo significativamente dos resultados obtidos a 200 bar nas
temperaturas de 50 °C e 60 °C. O menor rendimento foi obtido na
condicdo de 100 bar e 60 °C. Os resultados alcancados nas demais
condicdes ndo diferiram significativamente entre si.

Tabela 8: Valores de rendimento global de extracdo de casca e de borra
de café (X,) obtidos em diferentes condi¢Bes de temperatura e pressao.

Temperatura  Presséo pCO,Y Xo (%0)?
°C) (bar) (9/cm?) Casca Borra

100 0,629 1,24%+0,02 51°+05

40 200 0,840 1,65+ 0,08  9,1%+0,2
300 0,911 1,56°+0,11 105°+0,2
100 0,385 1,03%+0,07 1,3°+0,6

50 200 0,785 1,7°+0,1 9,7°+0,1
300 0,871 1,9°+0,6  9,38%+0,01
100 0,295 0,55°+0,02 0,43°+ 0,09

60 200 0,724 1,86°+0,01  9,1°+0,5
300 0,830 1,5%+0,1 9,8°+0,3

WANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK, 1976.
@ etras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05).
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A temperatura de 50 °C é possivel observar o aumento do
rendimento com o incremento da pressdao. Este comportamento é
justificado pelo aumento da densidade do solvente com a presséo,
aumentando o poder de solvatacdo do CO, (BRUNNER, 1994). Ainda,
0 aumento da pressdo pode gerar rupturas na matriz vegetal e facilitar a
liberacdo de compostos que ndo estavam disponiveis anteriormente, e
dessa forma, aumentam o rendimento do processo (CAMPOS et al.,
2005).

O efeito da temperatura no rendimento de extracdo, a pressao
constante, da-se por dois mecanismos: 0 aumento na temperatura de
processo aumenta a solubilidade devido ao aumento da pressdo de vapor
do soluto e por outro lado reduz a solubilidade devido a diminui¢do na
densidade do solvente. Estes dois efeitos contrarios resultam na inverséo
das isotermas de rendimento, fendmeno denominado retrogradacdo
(BRUNNER, 1994; MICHIELIN, 2009). Este fenébmeno representa a
influéncia da pressdo de vapor do soluto e do poder de solvatagdo do
solvente, na solubilidade e também no rendimento do processo
(MICHIELIN et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007).

Conforma a Tabela 8, o maior rendimento para a borra de café foi
alcancado na condicdo de 300 bar e 40 °C (10,5 £ 0,2%), sendo que esse
ndo diferiu significativamente dos extratos obtidos a 200 bar nas trés
temperaturas empregadas, e também daqueles obtidos a 300 bar nas
temperaturas de 50 °C e 60 °C. Os menores rendimentos foram
verificados empregando a pressdo de 100 bar, nas temperaturas de 40
°C, 50 °C e 60 °C.

E possivel observar o aumento do rendimento com o incremento
da pressdo, mantendo-se a temperatura constante, comportamento
justificado pelo aumento da densidade do solvente supercritico com a
pressdo, como ja explicado anteriormente. A reducdo no rendimento
com o aumento da temperatura, a pressdo constante, é facilmente
observado na pressao de 100 bar. Tal comportamento deve-se ao fato de
um aumento na temperatura reduzir a solubilidade do soluto devido a
reducdo da densidade do solvente supercritico (MICHIELIN, 2009).

Couto et al. (2009) obtiveram rendimentos superiores a 13% na
extracdo de 6leo de borra de café, nas pressdes de 200 bar e 300 bar, e
temperaturas de 40 °C e 50 °C, em 3 h de extracdo. Neste trabalho
também foi observado o comportamento de aumento do rendimento com
o0 incremento da pressdo, mantendo a temperatura constante. O efeito da
reducdo do rendimento dos extratos com o aumento da temperatura a
pressdo constante foi semelhante ao encontrado no presente trabalho,
provavelmente devido & reducdo da densidade do solvente supercritico
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com 0 aumento da temperatura, diminuindo sua capacidade de
solvatacéo.

A Figura 11 apresenta as isotermas de rendimento de extracdo
supercritica para a casca de café. As isotermas mostram uma inversao na
regido entre 150 e 200 bar, indicando uma possivel regido de
retrogradacdo. Na regido proxima a 150 bar, o rendimento aumenta com
a reducdo da temperatura, onde predomina o efeito da densidade do
solvente. Depois dessa regido, o efeito da pressdo de vapor é o
dominante.
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Figura 11: Isotermas de rendimento de extracdo supercritica para a
casca de café.

As isotermas de rendimento para os extratos de borra de café,
ilustradas na Figura 12, mostram uma possivel regido de inversdo
préxima ao ponto correspondente a pressao de 200 bar e outra, proxima
a regido de 250 bar, nas temperaturas de 40 ° C e 50 ° C.
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Figura 12: Isotermas de rendimento de extracdo supercritica para a
borra de café.

Ao se comparar 0s rendimentos obtidos por ESC com CO,
supercritico puro, com os resultados obtidos nas extracOes
convencionais (soxhlet e ultrassom), para as duas matérias-primas
utilizadas, observa-se que o0s extratos obtidos a baixa pressao,
empregando etanol como solvente tiveram rendimentos superiores aos
alcangados por ESC. Tais resultados podem ser justificados pela
extracdo de compostos mais polares, ndo sollveis no CO,, solvente
apolar, e também, no caso da extracdo em Soxhlet, pelo maior tempo de
operacdo e de volume de solvente empregados, quando comparado com
a ESC.

Assim, buscando aumentar o rendimento da ESC, avaliando
também a qualidade dos extratos, selecionou-se o etanol como
cossolvente a ser empregado no processo de extragdo supercritica. A
definicdo das condicOes de extracdo supercritica a serem empregadas
utilizando cossolvente foi realizada com base no rendimento obtido
utilizando CO; puro, e também pela atividade antioxidante apresentada
pelos extratos (resultados apresentado no item 5.6). Sendo assim, a
condicdo de 200 bar e 50 ° C foi selecionada para os ensaios de
cossolvente com a casca de café, empregando-se etanol com fragdes de
4% e 8% em relacdo & massa de CO, empregada. Para a borra de café
foi selecionada a condicdo de 100 bar e 60 °C, também utilizando-se
etanol nas fracGes de 8% e 15%. As concentracdes de cossolvente
empregadas foram definidas com base na literatura, estando na faixa de
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valores normalmente empregados na ESC com cossolvente (CAMPOS
et al., 2005; CASAS et al., 2007; BENELLI et al., 2010). Os resultados
obtidos para ESC com cossolvente sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Rendimento global X, para os extratos de casca e de borra
de café utilizando etanol como cossolvente.

A adicdo de cossolvente ao processo de extracao supercritica com
CO; elevou os valores de rendimentos tanto para os extratos da casca
quanto da borra de café, em ambas as concentraces de etanol testadas
em cada caso.

Este aumento foi mais evidente para os extratos de borra de café,
que na condicdo de 100 bar e 60 °C utilizando CO, puro apresentou
rendimento de 0,45+0,09%, enquanto que com a adi¢do de cossolvente
este resultado passou para 6,3 + 0,5% empregando 8% de etanol, e 14 +
2%, quando utilizados 15% de cossolvente. O aumento do rendimento
da extracdo supercritica de 6leo de borra de café ap6s a utilizagdo de
etanol como cossolvente, na fracdo de 6% em relacdo a massa de
solvente supercritico empregada, também foi verificado por Couto et al.
(2009). Este comportamento deve-se a maior solubilizacdo de
compostos polares na mistura etanol/CO,, 0 que ndo ocorre quando se
utiliza o CO, puro, reduzindo assim a seletividade do processo,
aumentando o rendimento.
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5.5 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem das curvas de extracdo foi realizada para as
condi¢des descritas no item 4.9 mediante o emprego de trés modelos de
transferéncia de massa: 0 modelo de Sovova (1994) e o modelo logistico
de Martinez et al. (2003), baseados no balango de massa diferencial, e 0
modelo de Crank (1975), baseado na analogia a transferéncia de calor.

Para a modelagem dos dados de extracdo € necessario o
conhecimento de algumas variaveis do processo. Para a aplicagdo do
modelo de Crank (1975) é necessario conhecer a massa inicial de soluto
e 0 raio da particula sélida. O modelo de Sovova (1994) utiliza dados
como densidade do solvente, solubilidade do soluto no solvente
supercritico, densidade do solido e porosidade do leito de particulas da
ESC, além dos dados da curva a ser modelada, tais como X, teer, Mcer €
Yer. A aplicacdo do modelo de Martinez et al. (2003) necessita apenas
da massa de soluto inicial.

A Tabela 9 apresenta os valores dos parametros ajustaveis e a
soma dos quadrados dos erros (SQR) obtidos para cada modelo
utilizado. Neste tdpico, serdo apresentadas trés das nove curvas com 0s
dados experimentais e modelados obtidos para a ESC de casca de cafg,
sendo que as demais se encontram no Apéndice V. As condi¢Bes de
extracdo testadas, definidas no item 4.9, visam observar o efeito dos
diferentes tamanhos de particula da matriz vegetal e das vazdes de
solvente empregadas no comportamento das curvas de extragao.

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam as curvas de ESC de casca de
café, com os dados experimentais e modelados, obtidas em 100 bar, 40
°C e empregando diametro de particula de 0,06 cm e vazdo de 16,6
g/min; didmetro de 0,03 cm e vazdo de 11,6 g/min e didmetro de 0,05
cm e vazdo de 6,6 g/min, respectivamente.
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Figura 14: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,06cm e vazéo

de solvente de 16,6 g/min.
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Figura 15: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,03cm e vazédo

de solvente de 11,6 g/min.
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Figura 16: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando didametro de particula de 0,05cm e vazao
de solvente de 6,6 g/min.



Tabela 9: Pardmetros ajustaveis e soma dos quadrados dos erros (SQR) dos modelos obtidos pela modelagem das
curvas de ESC para casca de café.

Curva 1 2 3 4 5 6 7 8 9
P(bar)/T(°C)/Dy(cm)/ 100/40/ ~ 100/40/ ~ 100/40/ ~ 100/40/ ~ 100/40/ ~ 100/40/  100/40/ ~ 100/40/  100/40/

Qcoz(g/min) 0,06/11,6 0,06/16,6 0,06/6,6 0,03/16,6 0,03/11,6 0,03/6,6 0,05/16,6 0,05/11,6 0,05/6,6
Crank D (m%s) 2,57.10% 1,23.10" 2,57.10™

3,63.10™ 2,79.10* 9,09.10** 4,18.10* 1,34.10% 1,37.10™"
SQR 5,110 9,610 6,3.10° 3,7.10° 6,6.10° 4810 4510° 7310 88.10%
Martinez b (s") 0,00008 0,00005 0,00008 0,00006 0,00005 0,00011 0,00004 0,00007 0,00008
tn(S) -99846,2 -99846,2 -99846,2 -99846,2 -99846,2 -99846,2 -99846,2 -998462 -99846,2

SQR  29.10° 3810° 3,7.10° 2,1.10° 1,2.10° 2,2.10° 7,110 1,1.10° 1,1.10°

Sovovad  teer () 1908,1  1682,2  1649,4 18415 3257,1 1612,6 2447,6 17405 32463
Xy 0,0089  0,0095 0,087 00097 00093 00083 00105 0,0099  0,0084

ka(s) 00027 00025 00032 00021 00013 00037 00011 0,0021  0,0017

ka (s') 0,00004 0,000009 0,00003 0,00003 0,00002 0,00005 0,00002 0,00005 0,00003

SQR  16.10" 6,110 5410 14.10" 5810" 1,010%° 3,710 1,610 7510™

P: presséo; T: temperatura; D,: didmetro de particula; Qcop: vazéo de solvente; D: coeficiente de difuséo; b e ty,: pardmetros

ajustaveis do modelo de Martinez et al. (2003); tcer: duracdo da etapa CER; X,: razdo méssica de soluto de dificil acesso; k,a:
coeficiente de transferéncia de massa na fase solida; k,a: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida.
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Observando as Figuras 14, 15 e 16 e avaliando os valores de SQR
apresentados na Tabela 9, é possivel verificar que 0 modelo de Sovova
(1994) foi, de forma geral, o que melhor se ajustou aos dados
experimentais. Este modelo apresenta bons ajustes quando as curvas
experimentais tém um periodo de taxa constante de extracdo bem
definido e tem como principal vantagem a descri¢cdo do fenémeno que
ocorre no processo de extracdo supercritica, dando um significado claro
aos parametros ajustaveis. Sua aplicacdo é limitada a sistemas onde a
solubilidade é conhecida na pressdo e temperatura empregadas na
extracdo (SOUSA et al.,2005). O bom ajuste alcancado neste trabalho
sugere que a consideracdo realizada no item 4.6, assumindo a
solubilidade do extrato como sendo a solubilidade de cafeina pura em
CO, supercritico (0,0007 g/g CO,) foi adequada (GUPTA; SHIM,
2007).

Os valores do coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida
(k@) foram menores que os valores obtidos para o coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida (kya) para todas as curvas
avaliadas. O soluto localizado internamente nas particulas tem mais
dificuldade de ser dissolvido, levando mais tempo para vencer a
interface solido-fluido que o soluto localizado na superficie das
particulas. Estes resultados indicam que o mecanismo de difusdo é
menos representativo quando comparado & conveccdo na ESC de casca
de café (MARTINEZ et al.,2003; WEINHOLD et al.,2008). Este
comportamento também foi verificado por Michielin (2009) na ESC de
erva-baleeira, por Mezzomo, Martinez e Ferreira (2009) na ESC de
améndoa de péssego e por Aguiar (2011), utilizando residuo de pescada-
olhuda.

O aumento do parametro (kya) com o aumento da vazéo (Qcoy),
verificado por Michielin (2009), Aguiar (2011) e Mezzomo, Martinez e
Ferreira (2009) ndo foi observado neste trabalho. Esta relagdo entre o
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida e a vazdo de
solvente era esperado, ja que o valor de kya é diretamente afetado pela
velocidade de escoamento do fluido, que por sua vez aumenta com o
aumento da vazdo de solvente. JA& o valor de ksa manteve-se
praticamente constante, uma vez que o coeficiente de transferéncia de
massa na fase solida ndo sofre influéncia da vazdo do solvente, pois é
representado pela difusdo do CO, e da mistura CO,+soluto no interior
das particulas da matriz de extragdo (MICHIELIN, 2009; MEZZOMO;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009). Nio foi observada influéncia dos
tamanhos de particulas sobre os pardmetros ajustaveis do modelo.
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O modelo de Crank (1975) considera que o processo de extracdo
¢ controlado unicamente pela difusdo, ndo levando em conta o
mecanismo de transferéncia de massa por convecgdo. Observando as
curvas geradas por este modelo, percebe-se que elas se assemelham
entre si, porém tém comportamento diferente dos dados experimentais,
com maiores afastamentos na etapa de taxa constante de extracdo. Os
desvios em relacdo aos pontos experimentais, positivos na etapa CER e
negativos na etapa FER, geraram valores de erros baixos, pela
compensacdo entre os afastamentos, dando a falsa impressdo que o
modelo forneceu um bom ajuste.

O modelo de Martinez et al. (2003) foi o que apresentou o pior
ajuste entre 0os modelos testados. Este modelo é baseado no balanco de
massa diferencial no leito de extracdo, considerando os fenémenos de
transferéncia de massa que ocorrem na fase fluida e na fase sélida. O
pardmetro t, corresponde ao tempo em que a taxa de extracdo é
maxima. Porém, em todas as curvas modeladas, este parametro
apresentou valor negativo, perdendo seu significado fisico. Isto indica
que a taxa de extracdo é decrescente, ou seja, tem o seu valor maximo
no instante inicial da extracdo, no tempo igual a zero (MARTINEZ et
al., 2003).

A modelagem das curvas de ESC é uma ferramenta que
possibilita a otimizagdo de projetos e aumento de escala, como a
definicdo do wvolume do extrator, rendimento e predicdo do
comportamento da extragdo ao longo do processo, como o tempo de
extracdo para uma dada condi¢do operacional (MEZZOMO;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009).

56 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
EXTRATOS

5.6.1 Teor de compostos fenolicos totais (TFT)

Os valores encontrados para o teor de compostos fendlicos totais
dos extratos de casca e borra de café, obtidos por extragdo em Soxhlet,
ultrassom e ESC sdo apresentados na Tabela 10, respectivamente. Para
fins de comparacéo, o valor de TFT para o antioxidante sintético BHT,
obtido por Benelli et al. (2010) foi empregado, constando na Tabela 10.
Os compostos fenolicos sdo os principais responsaveis pela atividade
antioxidante de extratos de produtos naturais. A determinacdo do
conteido de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau
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ndo caracteriza completamente a atividade antioxidante, mas representa
uma boa estimativa dessa (ROGINSKY'; LISSI, 2005). A curva padrdo
de &cido clorogénico, utilizada para o calculo do teor de compostos
fendlicos totais consta no Apéndice I1l. O teor de compostos fendlicos
totais dos extratos de casca de café obtidos por ESC ndo apresentou uma
tendéncia de variacdo com a mudanca da pressdo ou da temperatura.
N&o houve diferenga significativa entre os valores de TFT, mas o maior
valor obtido foi a 200 bar, 50 °C utilizando 8% de etanol como
cossolvente. Ainda assim, pode-se afirmar que a adicdo de etanol nédo
influenciou o teor de compostos fendlicos dos extratos obtidos por ESC.
Os resultados de TFT obtidos pelas extracbes a baixa pressdo com
etanol sugeriam que este era o melhor solvente a ser empregado em
adicdo ao CO, supercritico, mas os resultados alcancados com a
aplicacdo do cossolvente ndo diferiram dos obtidos com solvente
supercritico puro, contrariando o esperado. Acredita-se que as
concentragGes de etanol utilizadas ndo tenham sido suficientes para
aumentar a extragdo dos compostos fendlicos. O menor valor de TFT foi
obtido na condig&o de 100 bar e 50 °C, 16,1+ 0,5 mgEAC/g extrato.

Observa-se na Tabela 10, que todos os extratos de casca de café
apresentaram valores de TFT bastante inferiores ao obtido para o
antioxidante comercial BHT, utilizado com padrao.

Entre os métodos de extracdo & baixa pressdo, os melhores
resultados foram obtidos com etanol e acetato de etila para extragdo em
Soxhlet, e etanol para extragdo com ultrassom. Apesar disso, 0s baixos
rendimentos encontrados para tais extratos podem se tornar fatores
limitantes a viabilidade do processo de obtencdo de compostos fenélicos
pelas técnicas aqui testadas.

De modo geral, os compostos fendlicos sdo caracterizados como
polares, e por isso sdo mais facilmente solubilizados em solventes de
maior polaridade. No entanto, podem apresentar uma ampla faixa de
polaridade, sendo também solubilizados em solventes de menor
polaridade, tais como hexano e CO,, como pode ser observado na
Tabela 10.
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Tabela 10: Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expressos em
equivalentes de acido clorogénico (EAC), para 0s extratos de casca e de

borra de café e BHT.

TFTY (mgEAC/g extrato)

EXTRACAO SOLVENTE
Casca Borra
Hex 61°+3 264°+ 18
US DCM 718+ 2 2219+ 18
EtOAC 67°+9 553%+ 60
EtOH 133,4°+0,6 587%+ 46
Hex 65°+6 177%+ 25
DCM 65°+ 2 174%+ 17
SOX ) w
EtOAC 105% 4 183%+ 28
EtOH 151°+ 12 119+ 2
ESC 100 bar/40 ° C Co, 22"+ 2 46%+ 3
ESC 100 bar/50 ° C CO, 16,17+ 0,5 579+ 2
ESC 100 bar/60 ° C CO, 20,6'+0,8 319+ 1
ESC 200 bar/40 ° C CO, 20,6'+0,8 38Y+5
ESC 200 bar/50 ° C Co, 20,9°+0,9 249+ 1
ESC 200 bar/60 ° C CO, 19,8"+0,1 429+ 13
ESC 300 bar/40 ° C CO, 21574038 369+ 2
ESC 300 bar/50 ° C Co, 28"+ 1 36,19+ 0,8
ESC 300 bar/60 ° C CO, 17,2°+0,8 379+ 1
ESC 200 bar/50°C  CO,+ 4% etanol 26"+ 2 -
ESC 200 bar/50°C ~ CO,+ 8% etanol 36°7+1 -
ESC 100 bar/60°C  CO,+ 8% etanol - 579+3
ESC 100 bar/60 °C  CO,+ 15% etanol - 429+ 2
BHT® - 423 +13 423" +13

@ etras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa

((2[:))<0,05).

BENELLI et al. (2010).



85

Para a borra de café, a extracdo por ultrassom foi a técnica que
proporcionou 0s extratos com maior TFT, sendo que o melhor valor,
587 + 46 mgEAC/qg extrato, foi obtido utilizando etanol como solvente.
Este valor foi ainda superior ao determinado para o antioxidante
sintético BHT, o que mostra o potencial antioxidante dos extratos
avaliados. O etanol é o solvente mais indicado na extragdo de compostos
antioxidantes, pois, devido a sua caracteristica polar, promove a
extracdo de compostos como acidos fendlicos (BISCAIA, 2007). Supde-
se que o fenbmeno de cavitacdo gerado no processo de extragcdo com
ultrassom facilite a liberacdo e solubilizacdo de compostos presentes nos
poros da matriz vegetal, o que ndo ocorre com a extracdo em Soxhlet, e
associado a polaridade do solvente empregado, promova uma melhor
extracdo de compostos fendlicos (MA et al, 2009).

No caso da extragdo em Soxhlet, o melhor resultado (183 + 28
mgEAC/g extrato) foi obtido quando utilizado o acetato de etila,
solvente de polaridade intermediaria, sendo que este valor ndo diferiu
significativamente dos extratos obtidos empregando hexano e
diclorometano como solventes, sendo 177 + 25 mgEAC/g extrato e 174
+ 17 mgEAC/qg extrato, respectivamente.

Entre os extratos obtidos por ESC, o maior teor de fendlicos
totais foi encontrado na condicéo utilizando 8% de etanol, com 57 + 3
mgEAC/g extrato, um valor que ndo diferiu estatisticamente dos valores
de TFT encontrados para os demais extratos obtidos por esta técnica.
Assim como os extratos de casca de café, os resultados para os extratos
de borra ndo apresentaram tendéncia de variagdo com a pressao ou com
a temperatura.

A avaliacdo geral dos resultados desta analise indica a presenca
de compostos fenolicos de alta polaridade, ndo sendo, portanto,
facilmente extraiveis por solventes apolares, como o0 CO, supercritico.

5.6.2 Atividade antioxidante pelo método DPPH.

As Tabelas 11 e 12 apresentam, respectivamente, os resultados da
atividade antioxidante dos extratos de casca e de borra de café obtidos
em Soxhlet, ultrassom e ESC. A atividade antioxidante, referente a
maior concentragdo de extrato testada (500 pg/mL) é apresentada em
AA % e ECsx, ou seja, a concentragdo efetiva a 50%. Na presenga de
compostos antioxidantes, o radical DPPH recebe um elétron, tornando-
se mais estavel. Com isso, da-se a reducdo da sua absorbancia, e este
processo pode ser avaliado visualmente, por meio da descolora¢do da
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solucdo contendo o DPPH e também com a utilizagdo de
espectrofotdmetro.

Tabela 11: Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de casca de
café avaliado pelo método DPPH.

x AAY% B(500 ECs"
EXTRACAO SOLVENTE g /mlf) (9 /ﬁfﬂ_)
Hex 28,3 286,7"

DCM 34,3° 732,5'

UE

EtOAC 79,6° 286,7"

EtOH 91,5° 235,1°

Hex 25,49 1029,5'

DCM 37,5° 684,3"

SOX X .

EtOAC 81,5 242,1

EtOH 90,3 235,4

ESC 100 bar/40 ° C CO, 11,24 2808,2"
ESC 100 bar/50 ° C CO, 16,5' 21298,1°
ESC 100 bar/60 ° C CO, 10,5' 3183,6°
ESC 200 bar/40 ° C CO, 15,7' 1706,2'
ESC 200 bar/50 ° C CO, 10,6' 2711,7°
ESC 200 bar/60 ° C CO, 23,6" 3310,2°
ESC 300 bar/40 ° C CO, 237" 1713,5"
ESC 300 bar/50 ° C CO, 13,5 2294,8°
ESC 300 bar/60 ° C CO, 12,1% 24427

ESC 200 bar/50 °C ~ CO,+ 4% etanol 25,49 961,1)

ESC 200 bar/50 °C ~ CO,+ 8% etanol 39,6 630"

@i etras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa.

Os extratos obtidos a partir da casca de café empregando etanol e
acetato de etila como solventes, para as técnicas soxhlet e ultrassom,
apresentaram melhores valores de atividade antioxidante. Estes valores
foram superiores ao encontrado para o antioxidante sintético BHT,
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determinado por Benelli et al.(2010), que foi de 89,7 £ 0,5 % AA. A
baixa atividade antioxidante encontrada para os extratos obtidos com
hexano e diclorometano pode estar associada a baixa polaridade desses
solventes.

Quanto menor o valor de ECso maior a atividade antioxidante do
extrato, ja que este valor representa a quantidade de extrato necessaria
para reduzir em 50% a atividade do radical livre. O valor de
concentracdo efetiva (ECso) para os extratos obtidos em Soxhlet e
ultrassom, com etanol (235,4 pg/mL e 235,1 pug/mL, respectivamente) e
Soxhlet com acetato de etila (242,1 pg/mL) sdo melhores que o
apresentado por Benelli et al.(2010) para o antioxidante sintético BHT
(261 pg/mL) . Segundo Campos et al. (2008), valores de ECs, acima de
250 pg/mL sdo considerados de baixo potencial antioxidante.

Murthy e Naidu (2010) em anélise pelo método DPPH, dos
extratos de casca de café cereja obtidos em Soxhlet utilizando uma
mistura de solventes de isopropanol e agua (60:40 v/v), encontraram
atividade antioxidante de 69%, na concentracdo do extrato de 500
pg/mL.

Os extratos obtidos por extragdo supercritica apresentaram
valores de ECsy muito acima daquele que é considerado o de um bom
potencial antioxidante, 250 pg/mL (Campos et al., 2008). A baixa
atividade antioxidante pode estar associada a baixa quantidade de
compostos fenolicos, de polaridade de intermediaria a alta, presentes nos
extratos, j& que o CO,, solvente apolar, ndo favorece a solubilizagdo de
tais compostos. N&o ¢é possivel definir um comportamento da atividade
antioxidante ou da concentracdo efetiva frente as variagcbes de
temperatura e pressdao. Este comportamento aleatério pode estar
associado aos diferentes compostos extraidos em cada uma das
condicBes experimentais, refletindo em variagbes no potencial
antioxidante (BENELLI, 2010). A adicdo de cossolvente elevou a
atividade antioxidante dos extratos, comparativamente aquele obtido na
mesma condicdo de pressdo e temperatura, empregando somente CO,,
sendo que este comportamento deve estar associado a extracdo de
compostos mais polares, responsaveis pelo potencial antioxidante.

Comparando os dados da Tabela 10, para o teor de compostos
fendlicos totais, e a Tabela 11, que apresenta os dados de atividade
antioxidante para a casca de café, € possivel observar que os extratos
com maior valor de atividade antioxidante foram aqueles que
apresentam também maiores teores de compostos fenolicos totais.
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A Tabela 12 apresenta os resultados determinados para a
atividade antioxidante e concentragdo efetiva a 50% (ECsg) dos extratos
obtidos a partir de borra de café.

O extrato de borra de café pelo método Soxhlet com acetato de
etila apresentou os melhores valores de atividade antioxidante (93,5%) e
consequentemente de ECsy (202,23 pg/mL). Michielin (2009), avaliando
a atividade antioxidante de erva baleeira, também verificou o melhor
resultado para atividade antioxidante quando utilizou acetato de etila

como solvente, em método de extracdo a baixa pressao.

Tabela 12: Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de borra de
café avaliado pelo método DPPH.

X AAY% (500 EC

EXTRACAO SOLVENTE g /m(l_) (g /r;(;_)
Hex 14,4% 1972,23°

UE DCM 47,3° 532,5'

EtOAC 29,19 814,57

EtOH 32,2 787,63"
Hex 19,6" 1421,53°

DCM 38,8" 659,43"

SOX EtOAC 93,5 202,23

EtOH 46,5° 537,37

ESC 100 bar/40 ° C CO, 17,6' 1380,1°
ESC 100 bar/50 ° C CO, 34,9° 724,1%"

ESC 100 bar/60 ° C CO, 51,5 478,2'
ESC 200 bar/40 ° C CO, 10,3" 2264,3"
ESC 200 bar/50 ° C Co, 11,7 2369,5°
ESC 200 bar/60 ° C CO, 15,3 1748,1°
ESC 300 bar/40 ° C Co, 15,2 1962,5°
ESC 300 bar/50 ° C CO, 14,3 2185,2"
ESC 300 bar/60 ° C Co, 18,9" 1949,4°

ESC 100 bar/60 °C ~ CO,+ 8% etanol 47,9° 516,2'
ESC 100 bar/60 ° C  CO,+ 15% etanol 33,1° 746,7%"

W etras iguais ha mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa.
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Yen et al. (2005) determinaram a capacidade antioxidante dos
residuos de café torrado. O método DPPH foi usado para avaliar a
atividade do extrato aquoso do residuo, e o tocoferol foi o antioxidante
utilizado como referéncia. Os resultados mostraram 95,4 e 95,3% de
efeito sequestrador do radical DPPH, respectivamente. De acordo com o
teste DPPH, o residuo atuou como um sequestrador direto de radicais
livres, indicando uma Otima atividade antiradical. O resultado
determinado no presente trabalho para a extracdo em Soxhlet com
acetato de etila encontra-se de acordo ao obtido por Yen et al. (2005).

Murthy e Naidu (2010) verificaram uma atividade antioxidante de
70% para o extrato aquoso obtido a partir de borra de café, valor inferior
ao encontrado neste estudo. As variages nos valores de atividade
antioxidante encontrados na literatura podem estar associadas a
variedade da matéria-prima, as condi¢des de pré-tratamento, aos
solventes e aos métodos de extragdo empregados.

Entre os extratos obtidos por extracdo supercritica, destacou-se 0
extrato obtido a 100 bar e 60 °C, apresentando valor de atividade
antioxidante de 51,5% e ECsq de 478,2 pg/mL. Apesar de ter sido o
melhor valor de ECsy encontrado entre os extratos obtidos por ESC,
ainda apresenta-se bastante superior aquele que representa um bom
potencial antioxidante (CAMPOS et al., 2008). A adi¢do de etanol na
concentracdo de 8% ndo favoreceu o aumento da atividade antioxidante
do extrato, quando comparado ao obtido na mesma condi¢do de 100 bar
e 60 ° C utilizando somente CO,. Observa-se também um aumento da
atividade antioxidante com o aumento da temperatura, mantendo a
pressdo constante, indicando que o0s compostos responsaveis pela
atividade antioxidante sdo mais facilmente solubilizados em
temperaturas elevadas e possivelmente ndo sofreram degradacdo
térmica.

Pode-se constatar que a atividade antioxidante dos extratos
testados ndo esta diretamente associada ao teor de compostos fendlicos
totais dos extratos testados, uma vez que os resultados de TFT foram
mais satisfatérios para os extratos obtidos a partir da borra de café. Em
contrapartida, os melhores potenciais antioxidantes foram verificados
para 0s extratos de casca de café, a excecdo do extrato de borra de café
obtido em Soxhlet com acetato de etila. Sendo assim, pode-se concluir
gue a atividade antioxidante ndo depende somente da presenca dos
compostos fendlicos, mas também de outros compostos, que podem
contribuir para o efeito antioxidante.
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5.6.3 Capacidade antioxidante total pelo método ABTS

Esta analise teve o objetivo de verificar a capacidade dos extratos
de casca e de borra de café em sequestrar o radical cation 2,2"-azinobis
(3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), comparado a um
padrdo antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico) em uma curva dose-resposta. Este método é uma
excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de
compostos doadores de hidrogénio e de compostos terminadores de
cadeias (RE et al. 1999).

As Tabelas 13 e 14 apresentam a porcentagem de inibicdo do
radical ABTS calculada conforme descrito no item 4.10.3 e os valores
da atividade antioxidante dos extratos de casca e de borra de café,
respectivamente, avaliados em termos de poder de seqliestro de radicais,
de acordo com o método ABTS, expressos em capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC).

Observando a Tabela 13, nota-se que mais uma vez 0s extratos
obtidos por Soxhlet com acetato de etila e com etanol apresentaram as
maiores capacidades antioxidantes (381 = 16 UMTEAC/g extrato e 375
+ 6 ULMTEAC/g extrato) respectivamente, demonstrando a afinidade dos
compostos responsaveis pelo potencial antioxidante por solventes de
polaridade intermediéria a alta.

Os extratos obtidos por ultrassom com hexano, diclorometano e
acetato de etila ndo diferiram significativamente entre si, apresentando
capacidade antioxidante entre 127 = 6 uMTEAC/g extrato e 155 + 19
UMTEAC/g extrato.

Entre os extratos obtidos por ESC destaca-se a capacidade
antioxidante daquele obtido a 250 bar e 50 ° C, com a adi¢do de 8% de
etanol, 140 £+ 1 UMTEAC/g extrato, indicando a solubilizacdo de
compostos polares com atividade antioxidante, que ndo foram extraidos
na mesma condigdo de pressdo e temperatura utilizando CO, puro. A
aplicacdo de solventes organicos liquidos e polares em baixas
concentragdes na extracdo supercritica é um procedimento comumente
empregado quando se pretende aumentar ndo somente o rendimento de
extracdo, mas também quando se deseja solubilizar outras classes de
compostos polares, como os polifendis (GRIGORIS et al. 2005).

Baggio (2006), testando a atividade antioxidante dos extratos
etéreos de casca de café, encontrou valores entre 61,4 UMTEAC/g
extrato e 235,33 UMTEAC/g extrato. A diferenca nos resultados deve-se
a origem da casca de café utilizada. Tais resultados demonstram que 0s
valores encontrados no presente trabalho encontram-se de acordo com a
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literatura, e ainda apresentam extratos com importante capacidade
antioxidante quando obtidos com etanol e acetato de etila, como ja
descrito anteriormente.

Avaliando o extrato obtido a 300 bar e 60 °C e tracando um
comparativo com o TFT obtido para este mesmo extrato, sugere-se que
a atividade antioxidante neste extrato ndo esta associada unicamente a
presenca de compostos fendlicos, ja que o valor encontrado foi baixo
guando comparado aos dos demais extratos (17,2 + 0,8 mgEAC/g
extrato), mas também a presenca de outros compostos, ndo fendlicos,
com reconhecida atividade antioxidante, como a cafeina.

Tabela 13: Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS
para os extratos de casca de café.

EXTRACAO SOLVENTE % INIBICAO®  TEAC®
Hex 10,9°+0,4 127°+ 6
DCM 13°+ 1 155° + 19
UE EtOAC 11,1°+05 128°+8
EtOH 13,3°+0,2 161°+3
Hex 8,79+ 0,6 97°+8
DCM 13,4°+0,6 162°+8
SOX X R
EtOAC 29%+ 1 381%+ 16
EtOH 28,9+ 0,5 375°+6
ESC 100 bar/40 ° C CO, 51°+0,6 46° + 8
ESC 100 bar/50 ° C CO, 4,8°+0,1 44° £ 2
ESC 100 bar/60 ° C CO, 5%+ 1 50°+5
ESC 200 bar/40 ° C CO, 51°+0,5 45° + 6
ESC 200 bar/50 ° C CO, 55+ 0,2 53°+3
ESC 200 bar/60 ° C CO, 52°+0,5 46°+7
ESC 300 bar/40 ° C CO, 4,8°+0,6 38°+3
ESC 300 bar/50 ° C CO, 43°+0,1 35,9°+0,8
ESC 300 bar/60 ° C CO, 9%+ 3 122° + 40
ESC 200 bar/50 ° C  CO,+ 4% etanol 9,29+0,2 103"+ 3
ESC 200 bar/50 °C  CO,+ 8% etanol 11,8°+0,1 140° + 1

W etras iguais ha mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa.
@Capacidade antioxidante expressa em equivalentes de Trolox em pM/ g de
extrato.
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A Tabela 14 apresenta a capacidade antioxidante determinada
para os extratos de borra de café. Comparando os solventes utilizados na
extracdo em Soxhlet, percebe-se que aqueles de polaridade intermediaria
favoreceram a capacidade antioxidante dos extratos obtidos,
apresentando resultados estatisticamente diferentes dos determinados
para 0s solventes mais e menos polares, etanol e hexano,
respectivamente.

Tabela 14: Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS
para os extratos de borra de café.

EXTRACAO SOLVENTE % INIBICAOY  TEAC®
Hex 6,6°+0,7 68"+ 9
DCM 9%+1 98,3°+0,3
UE ) ]
EtOAC 109+ 1 115°+9
EtOH 10,6+ 0,7 124°+ 10
Hex 7,1°+0,3 757+ 3
DCM 12,9°+0,7 154° + 10
SOX
EtOAC 13+ 1 160° + 13
EtOH 11,6+ 0,7 1374+ 10
ESC 100 bar/40 ° C CO, 11941 116+ 8
ESC 100 bar/50 ° C CO, 18°+1 225" + 14
ESC 100 bar/60 ° C Co, 22%+ 1 275% + 14
ESC 200 bar/40 ° C Co, 5,3°+0,3 519+5
ESC 200 bar/50 ° C CO, 6°+1 499+ 4
ESC 200 bar/60 ° C CO, 7,4°+£0,1 817+3
ESC 300 bar/40 ° C CO, 7,3°+0,1 77,3701
ESC 300 bar/50 ° C Co, 7+l 609+5
ESC 300 bar/60 ° C CO, 6,3°+0,7 569+ 5
ESC 200 bar/50 ° C  CO,+ 8% etanol 13,9°+0,2 169° + 3
ESC 200 bar/50 ° C  CO,+ 15% etanol 9t+1 99°+8

®|_etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa.
@Capacidade antioxidante expressa em equivalentes de Trolox em pM/ g de
extrato.
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Contrariamente ao observado nos extratos de casca de café, as
melhores capacidades antioxidantes foram encontradas para os extratos
obtidos por tecnologia supercritica, na pressdo de 100 bar e temperaturas
de 60 °C e 50 °C, respectivamente. Estas condi¢es encontram-se na
regido anterior & inversdo das isotermas, discutida no item 5.4.2, na qual
0 aumento da temperatura, a uma pressdo constante, eleva a pressao de
vapor do soluto, aumentando também a solubilidade no solvente
supercritico.

A adicdo de uma maior concentracdo de cossolvente (15% de
etanol) no processo de ESC apresentou um extrato com capacidade
antioxidante inferior ao obtido com o acréscimo de 8% de etanol. Este
comportamento provavelmente ocorreu por que a concentracao elevada
de etanol, de 15%, prejudicou a extracdo de compostos apolares, que
para esta matéria-prima, podem estar associados ao potencial
antioxidante do extrato.

5.7 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS E METILXANTINAS

A técnica de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foi
utilizada neste estudo para a avaliagdo do perfil de composicdo dos
extratos de casca e de borra de café obtidos nas condigBes de extragdo ja
descritas. Devido a grande variedade de extratos obtida neste trabalho,
foi necessario selecionar aqueles que seriam analisados pelo método
CLAE. Todos os extratos obtidos a baixa pressdo foram submetidos a
andlise de compostos fenolicos e de metilxantinas. Entre os extratos
obtidos por extracdo supercritica, trés extratos de cada matéria-prima
foram selecionados, com base no rendimento da extracdo, teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e
ABTS. As Figuras 17 e 18 ilustram os extratos supercriticos submetidos
a andlise por CLAE, onde é possivel observar as diferencas de cor e
textura em cada condicdo apresentada.
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@) (b) (c)
Figura 17: (a) 300 bar, 60 ° C; (b) 200 bar, 40 ° C; (c) 200 bar, 50 ° C,
8% etanol.

@ (b) ©

Figura 18: (a) 200 bar, 60 ° C; (b) 300 bar, 60 ° C; (c) 100 bar, 60 ° C,
15% etanol.

5.7.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos identificados nos extratos de casca e de
borra de café estdo apresentados na Tabela 15. Na tabela constam
apenas os extratos nos quais se detectou a presenga de algum dos
compostos fenolicos utilizados como padrdo na analise (item 4.12). Os
valores de concentracdo foram expressos em equivalentes de acido
galico (LgEAG/g extrato).

De modo geral, ndo foi possivel identificar nenhuma tendéncia de
variacdo das concentragdes dos compostos fenolicos com relacdo a
pressdo, a temperatura, ao meétodo de extragdo ou ao solvente
empregado na obtencdo dos extratos.

O composto fendlico identificado no maior nimero de extratos
analisados foi o &cido clorogénico, que ndo foi detectado somente nos
extratos obtidos com etanol puro, a partir da casca e da borra de café,
tanto para o método soxhlet como ultrassom. Os &cidos clorogénicos
constituem os principais compostos fendlicos do café, e em geral séo
soluveis em alcodis de cadeia curta e misturas alcool-agua (AZEVEDO,
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2005). Sao responsaveis por conferir pigmentacdo e adstringéncia ao
café. A degradacéo térmica dos acidos clorogénicos durante o processo
de torrefacdo dos grdos leva a formacdo do sabor amargo e de
compostos aromaticos indesejaveis a qualidade da bebida (DUARTE;
PEREIRA; FARAH, 2010).

Um estudo realizado por Vinson e Dabbagh (1998) a fim de
verificar a atividade antioxidante de compostos presentes no cha verde
mostrou que os acidos clorogénicos sdo melhores antioxidantes que as
vitaminas E e C. Saldafia (1997), analisando a solubilidade de é&cido
clorogénico, a partir de grdos inteiros de café em CO, supercritico,
verificou maiores teores de &cido clorogénico nos extratos obtidos a 150
do que naqueles obtidos 220 bar, na temperatura de 40 °C. No presente
trabalho, o extrato supercritico de casca de café obtido a 300 bar e 60 °C
foi 0 que apresentou a maior concentragdo de 4cido clorogénico (942,8
MgEAG/g extrato), contrariando o dado da literatura.

Baixas concentracdes de acido clorogénico foram verificadas nos
extratos de borra de café, principalmente naquele obtido em ultrassom
com acetato de etila (0,3 LgEAG/g extrato). As baixas concentracfes de
acido clorogénico nos extratos da borra de café podem estar associadas a
degradacdo desses compostos, durante o processo de torrefacdo dos
grdos, anteriormente ao preparo da bebida e geracéo do residuo.

Os acidos galico, p-hidroxibenzobico, protocatecuico e vanilico,
sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza. O acido
gélico foi identificado em maior concentracdo no extrato de casca de
café obtido em soxhlet, utilizando acetato de etila como solvente (113,8
UgEAG/g extrato). O acido p-hidroxibenzoéico foi identificado somente
nos extratos de borra de café. Os acidos tanico e vanilico ndo foram
identificados nos extratos obtidos por tecnologia supercritica, sendo que
0s extratos etandlicos de casca de café, obtidos em Soxhlet e em
ultrassom, apresentaram valores de 80,3 HgEAG/g extrato para acido
tanico e 75,7ugEAG/g extrato para o acido vanilico, indicando a maior
polaridade destes compostos.

O 4cido cafeico apresenta uma leve solubilidade em CO,
supercritico puro, sendo necesséaria a adicdo de um cossolvente para
facilitar a solubilizagdo do composto. Como é possivel observar na
Tabela 16, a adicdo de etanol ao processo de extracdo supercritica ndo
influenciou a extragdo deste composto, que foi identificado, em
concentracdo minima, somente no extrato de borra de café, obtido a 200
bar e 60 ° C.

Os compostos fendlicos do café mais discutidos na literatura sao
0s &cidos clorogénicos e seus metabdlitos, por representarem a principal
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fracdo fendlica dos grdos. Os principais grupos de &cidos clorogénicos
sdo os acidos cafeoilquinicos, dicafeoilquinicos, feruloiquinicos e
cumaroilquinicos. Os demais compostos fendlicos, apesar de
representarem potencial biol6gico, ndo sdo tdo explorados quanto os
acidos clorogénicos, conhecidos por apresentarem indmeras
propriedades benéficas a salide, potente atividade antioxidante, alem de
funcGes hepatoprotetora, hipoglicemiante e antiviral (AZEVEDO, 2005;
FARAH; DONANGELO, 2006; DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010).



Tabela 15: Compostos fendlicos identificados (LgEAG/g) nos extratos de casca e de borra de café.

) L Epicate- Acido  Acido rcﬁg.ca- Cﬁ?odoé_ hﬁjcfo?(-i- Acido  Acido
Método \,-isria Variaveisde g galico  tanico  Prow 09 -7 vanilico cafeico
de _orima processo/ tecuico nico benzobico
extragio P solvente T,=43 T,=58 T,=62 T,=75 T,=89 T,=104 T,=117 T,=126
min min min min min min min min
Borra Etanol 0,3 - 0,7 33,1 - 0,8 - -
Ultrassom Borra Acetato de etila 0,2 14,3 - - 0,3 - - -
Casca Etanol - - - - - - 75,7 -
Casca Acetato de etila 14 113,8 - - 0,5 - - -
Soxhlet
Casca Etanol - - 80,3 - - - - -
Borra 200 bar/60 ° C - - - 0,6 41,3 - - 0,1
ESC CO Borra 300 bar/60 ° C - - - - 27,3 3.1 - -
? Casca 200 bar/40°C - 0,9 - - 1745 - - -
Casca 300 bar/60° C 2.1 - - 0,8 942.8 - - -
100 bar/
ggi Borra 60 cr15% ; - - - 19,6 2,2 - -
2
etanol  Casca 200 bar/ - - - - 232,3 - - -

50 ° C/8%
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5.7.2 Metilxantinas

Cafeina, teobromina e teofilina sdo designadas como
metilxantinas e fazem parte de um grupo de compostos por vezes
classificados como alcal6ides verdadeiros (alcal6ides purinicos), em
razdo de sua marcante atividade biolégica, distribuicdo restrita e
presenga estrutural de nitrogénio heterociclico (MORAES et al. 2003).
A Tabela 16 apresenta as concentracdes de metilxantinas (teobromina,
cafeina e teofilina) observadas para os extratos analisados por CLAE.

Tabela 16: Perfil de metilxantinas e seus respectivos tempos de
retencdo para 0s extratos de casca e de borra de café.

Método Matéria Variaveis de Teobromina Cafeina Teofilina
de . processo/ (M9/MYextrato) (MY/MGextrat) (HG/MYextrato)
extragio P"'™@  solvente  T,=47min T,=79min T,=12.7 min
Borra Hexano - 0,734 -
Borra Diclorometano - 38,2 -
Ultrassom Borra Etanol - 25,7 -
Casca Hexano - 5,54 -
Casca Diclorometano 0,66 139,2 -
Casca Etanol - 71,1 -
Borra Hexano - 3,27 -
Borra Diclorometano - 25,9 -
Borra Etanol - 11,8 -
Soxhlet
Casca Hexano - 2,1 -
Casca Diclorometano 0,745 189,9 -
Casca Etanol - 129,6 -
Borra 200 bar/60 ° C - 27,2 -
ESC CO, Borra 300 bar/60 ° C - 41,3 -
Casca 200 bar/40°C - 185,7 -
Casca 300 bar/60° C 1,13 684,2 -
ESC Borra 6019%%;/% - 23,4 -
CO,+
200 bar/

etanol Casca 0,655 87,8 -

50 ° C/8%
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Os extratos obtidos com acetato de etila nas técnicas de extracdo
em Soxhlet e com ultrassom ndo constam na Tabela 16, pois ndo foi
possivel detectar a presenca de nenhuma das metilxantinas avaliadas
(cafeina, teofilina e teobromina).

O alcaldide teofilina ndo foi identificado em nenhum dos extratos
testados. A cafeina foi detectada em todos os extratos analisados, a
excecdo daqueles obtidos com acetato de etila, como ja informado. As
concentracBes variaram de 0, 734 pg/mg extrato a 3421,1 pg/mg
extrato. Observa-se que para qualquer uma das condicGes testadas, 0s
extratos de casca de café apresentam uma concentracdo de cafeina
superior ao encontrado nos extratos de borra. A borra, por ser um
residuo do preparo da bebida de café, ndo mantém todos os compostos
caracteristicos do grdo - como a cafeina, que por ser uma amina, forma
sais sollveis em agua - j4 que a maior parte desta substancia é
solubilizada durante a preparacio da bebida (SALDANA, 1997).

Os extratos obtidos por extracdo a baixa pressdo, tanto para a
casca quanto para a borra de café, utilizando diclorometano como
solvente, mostram uma concentracdo de cafeina superior as obtidas com
0s demais solventes organicos. O diclorometano, assim como o
cloroférmio, tem sido utilizado na extracdo de alcaldides pela sua
habilidade de extrai-los sem arrastar quantidades significativas de outros
constituintes de natureza diferente (SALDANA, 1997).

Observando a concentracdo de cafeina dos extratos de borra de
café obtidos a 60 °C, percebe-se 0 aumento desta concentracdo com a
pressdo, indicando a maior solubilidade da cafeina em pressdes
elevadas. Este mesmo comportamento foi verificado por Saldafia (1997)
em experimentos para determinagéo da solubilidade de cafeina em CO,
supercritico. Nao é possivel afirmar que este comportamento se repita
para os extratos de casca de café, ja que foram analisados extratos em
pressdes e temperaturas diferentes.

A concentracdo de cafeina presente no extrato de casca de café
obtido por ESC a 300 bar e 60 °C destaca-se entre 0s demais,
representando cerca de 70% da composicao total do extrato. Acredita-se
gue este extrato, ilustrado na Figura 16a, seja composto basicamente de
cafeina cristalizada, caracterizado por um p6 branco e inodoro.

A cafeina pode ser considerada o estimulante do sistema nervoso
central mais consumido, seja na forma de bebida de café, ou chas,
refrigerantes e chocolates, além de ser amplamente utilizada como
coadjuvantes ou agentes em formulagdes farmacéuticas. Seu consumo
em doses moderadas apresenta um efeito estimulante, reduzindo a
fadiga, sem causar efeitos nocivos (NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992).
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A atividade antioxidante da cafeina da cafeina e de seus metabolitos foi
avaliada em concentracdes fisioldgicas (40 pmol/L) empregando o
método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). A capacidade
antioxidante também foi avaliada pelo método de TBARS (substancias
reativas ao 4cido tiobarbitlrico) e de oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade humana (LDL). Os compostos avaliados reduziram de forma
significativa os niveis de TBARS e de dienos conjugados produzidos
durante a peroxidagdo da LDL humana (LEE, 2000).

Sendo assim, a obtengdo de um extrato rico em cafeina, livre de
solventes, utilizando como matéria-prima um residuo agroindustrial
apresenta-se como uma atraente alternativa aos métodos usualmente
empregados, utilizando grdos de café verde ou torrado (AZEVEDO,
2005).

Pequenas concentragBes de teobromina foram encontradas
somente nos extratos obtidos a partir das cascas de café, por ESC e em
Soxhlet e ultrassom com diclorometano como solvente. A teobromina e
a cafeina apresentam semelhancas por serem alcaldides relacionados,
mas a teobromina tem menos impacto no sistema nervoso central e
estimula o coragdo em um maior grau. Ainda que a teobromina néo seja
uma substancia viciante, foi apontada como a causadora do “vicio por
chocolate” (NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992).

A extracdo supercritica de casca de café apresentou-se como uma
técnica apropriada para a obtencdo de extratos contendo acidos
clorogénicos e cafeina, principalmente na pressdo de 300 bar, a maior
pressdo testada neste estudo. Porém, os baixos rendimentos de extracéo
desta matéria-prima sugerem o estudo de alternativas que facilitem e
aumentem o rendimento da extracdo, a fim de obter uma maior
concentracdo dos compostos de interesse. Vale ressaltar que em
processos de extracdo, condicBes que oferecem altas seletividades sdo
normalmente as que apresentam menores rendimentos de extracdo
(SALDANA, 1997).



6 CONCLUSAO

A extracdo supercritica de casca e de borra de café apresentou
rendimentos inferiores aqueles alcangados nas extracdes a baixa pressao,
em soxhlet e ultrassom.

A adicdo de cossolvente ao processo de extracdo supercritica
mostrou-se interessante no que diz respeito ao incremento do
rendimento, principalmente para os extratos de borra de café, no
entanto, ndo influenciou positivamente o TFT nem a atividade
antioxidante.

Os melhores resultados de TFT foram encontrados para 0s
extratos de borra de café, obtidos por soxhlet e ultrassom, com a
utilizagdo de etanol e acetato de etila. Os melhores potenciais
antioxidantes, avaliados pelo método DPPH, foram encontrados para o0s
extratos da casca de café, obtidos pelos métodos de extracdo a baixa
pressdo, utilizando solventes de maior polaridade. O método ABTS,
quando aplicado aos extratos supercriticos, mostrou-se mais eficiente na
deteccdo de compostos antioxidantes ndo identificaveis pelo método
DPPH.

O extrato de casca de café obtido por ESC a 300 bar e 60 ° C
apresentou uma concentracdo de cafeina bastante superior a encontrada
nos demais extratos avaliados, aproximando-se de 75% do total do
extrato. Nos extratos supercriticos, tanto de casca quanto de borra,
foram identificados compostos fenolicos com reconhecida atividade
antioxidante, como o &cido clorogénico.

Apesar dos baixos rendimentos observados na ESC, esta técnica
torna-se bem interessante na obtencdo de compostos de alto valor
agregado, devido a seletividade do processo. A busca por condigdes
operacionais que favorecam positivamente o rendimento das extracGes é
uma alternativa a esta situacao.

Assim, os residuos de café apresentam-se como potenciais
matérias-primas para a obtencdo de composto de valor biolégico, como
cafeina e 4&cidos fenolicos, o que justifica o aproveitamento deste
residuo abundante em nosso pais.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)
b)
c)
d)

e)
f)

Extragcbes convencionais utilizando misturas de solventes,
visando o aumento da recuperacao de compostos fendlicos;

Pré-tratamento diferenciado a casca de café: liberacdo de
cafeina durante o processo de extracéo;

Verificagdo da atividade antimicrobiana dos extratos,
empregando diferentes solventes na andlise;

Avaliacdo do potencial antioxidante in vivo dos extratos,
empregando culturas de células endoteliais;

Fracionamento dos extratos na ESC;

Predicdo de curvas de extracdo empregando correlagdes para o
coeficiente de transferéncia de massa.
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APENDICES

APENDICE | : MODELOS MATEMATICOS
Al. MODELO DIFUSIONAL DE CRANK (1975)

O modelo de Crank (1975), apresentado por Reverchon (1997),
considera a transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia
de calor. Assim, supde que as substancias a serem extraidas estdo
uniformemente distribuidas em particulas solidas esféricas, que liberam
0 soluto no solvente supercritico com 0 tempo, como um corpo quente
perde calor para o meio. Este modelo é chamado difusional, pois
considera que a transferéncia de massa se d& unicamente devido a
difusdo do soluto, contido no interior das particulas sélidas, para a fase
supercritica (REVERCHON, 1997).

Baseado na segunda Lei de Fick para difusdo, e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a
Equacdo Al representa a massa de uma substancia que se difunde
através de uma particula (MEZZOMO, 2008).

0

—-n®n?Dt
Moyt = My 1__2_ exp 2

(A1)

onde:

Mext = Massa de extrato (kg);

mo = massa inicial de soluto (kg);

t = tempo (min);

D = coeficiente de difusdo, um parametro ajustavel do modelo (m2/min)
r = raio da particula sélida (m);

n = ndmero inteiro.
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A2. MODELO DE SOVOVA (1994)

O modelo proposto por Sovova (1994) baseia-se em balangos de
massa que consideram o escoamento axial do solvente com velocidade
superficial através de um leito fixo de secdo transversal cilindrica.
Considera-se que na entrada do extrator o solvente esta livre de soluto e
a temperatura e a pressdo sdo mantidas constantes. O tamanho das
particulas e a distribuicdo do soluto no interior do sélido s&o
considerados homogéneos e o soluto encontra-se nas células do solido,
protegido pela parede celular. Como resultado da moagem, as células
localizadas na superficie das particulas sdo rompidas, tornando parte do
soluto exposto ao solvente (MEZZOMO, 2008).

Neste modelo a transferéncia de massa interfacial ocorre de
formas diferentes, dependendo da disponibilidade do soluto de facil
acesso ao solvente. Esta diferenga se reflete no termo J(X, Y) do balango
de massa, que representa o fluxo de transferéncia de massa interfacial.

O modelo de Sovova (1994) emprega o coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida para descrever o periodo de taxa de
extracdo constante (CER), e o coeficiente de transferéncia de massa na
fase solida para descrever a etapa na qual a resisténcia a transferéncia de
massa é controlada pela difusdo. Neste modelo, o perfil de concentracdo
do soluto na fase fluida é dividido em trés etapas:

a) a primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (Xp)
disponivel na superficie das particulas solidas vai se esgotando ao longo
do leito, chamada etapa CER, onde tcer € 0 final da etapa de taxa de
extracdo constante;

b) na segunda etapa o soluto de facil acesso se esgota ao longo do
leito, e inicia-se a extracdo do soluto de dificil acesso, chamada de etapa
FER, na qual teer € o final da etapa de taxa de extracdo decrescente;

C) nesta etapa sdo retirados os solutos de dificil acesso (X)
presentes no interior das particulas sélidas — denominada etapa
difusional — sendo controlada pela resisténcia interna a transferéncia de
massa.

A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas Equagdes A2, A3 e A4, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em funcéo do tempo:



para t < tcer:

m(h =H,t) = Qco, V" [1—exp(—Z)]t

para tcer < t < trer!

m(h = H,t) = Qco, V" [t — tcgr exp (Zy (1) — Z2) ]
para t > teer:
m(h = H, t) = MSI [XO

*

— W 11’1{1

W X,
+ [eXp( Y )

- e[S e -]} ()]

onde:

W Q¢
ZY* Xo exp[ MSIOZ (t— tCER)] — Xk
7, = 1
WS wx, Xy — Xy

7 = MSI kya p
Qco, 1 = &)ps

MSI kxa

W= Qco, (1-9)

f Mg X,
T Qeo, 2 Y
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(A2)

(A3)

(A4)

(A5)

(A6)

(A7)

(A8)
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W X
. . N Mg, | Xy + Xp exp (_Y* o) o
FER — LlCER Qcoz W n X, (A9)

h = coordenada axial (m);

H = comprimento total do leito (m);

t = tempo ();

Ms, = massa de sélido inerte (kg);

Xo = razdo massica de extrato na matéria-prima (kg/kg);

Xy = razdo méssica de soluto de dificil acesso (kg/kg);
X, = razao massica de soluto de facil acesso (kg/kg);
Y =solubilidade do soluto no solvente (kg/kg);

Qcoz = vazdo de solvente (CO,) (kg/h).

p = massa especifica do solvente (kg/m3).

ps = massa especifica da particula sélida (kg/m3).

Nas equacfes do modelo de Sovova (1994) pode-se dizer que a
guantidade Z, apresentada na Equacdo A6, é um parametro para a etapa
CER porque essa quantidade (Z) é diretamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (kya) e este
coeficiente controla a taxa de extracéo no periodo CER.

Para a resolucdo do modelo de Sovova (1994), é necessario
conhecer alguns pardmetros: Mcgr, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); Ycer, razdo méssica do soluto na fase supercritica na saida da
coluna na etapa CER (KQextrat/KQco2); teer, duragdo da etapa CER (min)
(CAMPOS, 2005). O parametro Mcer € 0 valor da tangente ao periodo
CER e, a partir dele, obtém-se o valor de Y cgr através da Equagdo A10.

M
Yeer = —ER (AlO)
Qco,

Os parametros k.a e kya séo, respectivamente, os coeficientes de
transferéncia de massa na fase solida e na fase fluida (min-1), e sdo
definidos pelas Equagfes A1l a A15:

MCER
kya=

= Bk (A11)
pco,SHAY



kod = kya pcozH
* psAX
X, + Xk
AY =22 ¢
2

Xp = Xo + X

— Y
AV = CER

onde:

(7= Vozr

)
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(A12)

(A13)

(A14)

(A15)

AY: média logaritmica para a razdo massica de soluto na fase fluida

(kg/kg);

AX: média aritmética para a razdo massica de soluto na fase sdlida

(kg/kg).



120

A3. MODELO DE MARTINEZ et al. (2003).

O modelo de Martinez et al. (2003) é uma proposta para sistemas
multicomponentes e pode ser aplicado considerando o extrato como um
pseudocomponente ou uma mistura de substancias ou grupos de
componentes com estrutura quimica similar. O modelo negligencia o
acumulo e a dispersdo na fase fluida devido a este fenémeno ndo
apresentar influéncia significativa no processo quando comparado com o
efeito de conveccéo.

Para um Unico grupo de componentes, a curva de extracdo obtida
pelo modelo de Martinez et al. (2003) pode ser representada pela
Equacdo Al6.

Meye (h=H,t) =

mo { 1+ exp(b;tyi)

exp(bitmi) (1 + exp[bi(tm — O] 1} (“16)

onde:

h = coordenada axial (m);

H = comprimento total do leito (m);

t = tempo (s);

Mext = Massa de extrato (kg);

mo = massa de soluto inicial (kg);

bi e tm S&0 parametros ajustaveis do modelo (min™ e min,
respectivamente).



APENDIC~E II: DADOS EXPERIMENTAIS DAS CURVAS DE
EXTRACAO (TESTES PRELIMINARES).

Tabela 17: Tempos de extracdo, massas, massas acumuladas e
rendimentos do experimento cinético para casca de café a 200 bar, 50 °C
e 11 +£2 g CO,/min.

-I;(renr?r?)o Massa (g) Massa a((;l;mulada Rendimento (%)
5 0,0140 0,014 0,09
10 0,0086 0,0226 0,15
15 0,0089 0,0315 0,21
20 0,0133 0,0448 0,29
25 0,0126 0,0574 0,38
30 0,0131 0,0705 0,47
40 0,0142 0,0847 0,56
50 0,0148 0,0995 0,66
60 0,0658 0,1653 1,11
70 0,0096 0,1749 1,16
80 0,0129 0,1878 1,25
90 0,0014 0,1892 1,26
120 0,0121 0,2013 1,34
150 0,0474 0,2487 1,65
180 0,0243 0,273 1,82
210 0,0261 0,2991 1,99
240 0,0096 0,3087 2,05
300 0,0080 0,3167 2,11
360 0,0088 0,3255 2,17

420 0,0163 0,3418 2,27
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Tabela 18: Tempos de extracdo, massas, massas acumuladas e
rendimentos do experimento cinético para borra de café a 200 bar, 50 °C
e 11 £2 g CO,/min.

-I;fnni]r?)o Massa (g) Massa a((;l,)lmulada Rendimento (%)
5 0,0101 0,0101 0,06
10 0,0556 0,0657 0,43
15 0,1676 0,2333 1,55
20 0,1431 0,3764 2,50
25 0,1296 0,506 3,35
30 0,1373 0,6433 4,27
40 0,2764 0,9197 6,10
50 0,2183 1,138 7,55
60 0,0864 1,2244 8,12
70 0,0708 1,2952 8,60
80 0,0301 1,3253 8,81
90 0,0284 1,3537 8,98
120 0,0358 1,3895 9,22
150 0,0001 1,3986 9,28
180 0,0192 1,4178 9,41
210 0,0152 1,4330 9,51
240 0,0083 1,4413 9,56

300 0,0299 1,4712 9,76




APENDICE Ill: CURVAS DE CALIBRAGAO

CURVA PADRAO DE ACIDO CLOROGENICO

0,4 -
0,35
0,3 -
0,25
0,2 1
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Absorbancia (nm)

y =0,0007x - 0,0111
R2= 0,996

O I T T T T T 1
0,05 100 200 300 400 500 600

Concentracdo (mg/L)

Figura 19: Curva padrdo de &cido clorogénico utilizada no calculo de
TFT dos extratos de casca e de borra de café.
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CURVA PADRAO DE TROLOX

100 +
80 -
o
|, 60 -
2
£
< 40 -
20 - y =0,0726x + 1,6476
R2=0,9999
0 T T T T T T )
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Figura 20: Curva padrdo de Trolox utilizada na determinacdo de
capacidade antioxidante dos extratos de casca e de borra de café.




APENDICE IV: MICROGRAFIAS (MEV)

10kV  X40  500pm

Figura 21: Micrografia obtida por MEV das particulas de casca de café,
com aumento de 40x.
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10kV X150 100um

Figura 22: Detalhe de uma particula de casca de café com aumento de
150x.

Figura 23: Micrografia obtida por MEV das particulas de borra de café,
com aumento de 250x.
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B e "»,,J'? -

Figura 24: Micrografia obtida por MEV das particulas de borra de café,
com aumento de 500x.






APENDICE V:

CURVAS

DE EXTRAGCAO - DADOS

EXPERIMENTAIS E MODELADOS.

Massa de extrato acumulada (g)

0,12 ~
0,11 +
0,1 -
0,09 -
0,08 -
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0,05 -
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&
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J
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» - - = CRANK
| MARTINEZ

9 SOVOVA

0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo (min)

Figura 25: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando didmetro de particula de 0,06cm e vazdo
de solvente de 11,6 g/min.
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Figura 26: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,06cm e vazédo
de solvente de 6,6 g/min.
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Figura 27: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,03cm e vazédo
de solvente de 16,6 g/min.
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Massa de extrato acumulada (g)
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Figura 27: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,03cm e vazédo
de solvente de 6,6 g/min.
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Figura 28: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando didmetro de particula de 0,05cm e vazdo
de solvente de 16,6 g/min.
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Figura 29: Curva de ESC de casca de café experimental e modelada a
100 bar, 40 ° C, empregando diametro de particula de 0,05cm e vazédo
de solvente de 11,6 g/min.



