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RESUMO

O café soluvel é um dos principais produtos gerados pela industria de alimentos mundial, consistindo
na fracdo solubilizada do café torrado e moido por tratamento térmico em duas etapas: extracéo
térmica a 125 °C, seguida por hidrélise térmica a 180 °C da fracdo n&o solubilizada na etapa anterior.
Com elevado rendimento total (~ 50 %) na solubilizacdo dos carboidratos presentes no café devido a
alta temperatura empregada na etapa de hidrélise térmica, essa etapa se caracteriza por alto
consumo de energia, além da geracao de compostos volateis indesejados (acetaldeido, furfural e 5-
hidroxi metil furfural) provenientes da degradacdo térmica dos constituintes dos grdos de café. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de efetuar a hidrélise e solubilizacdo dos
polissacarideos presentes no residuo do café obtido apds a etapa de extracdo térmica (baixa
temperatura) por meio de hidrélise enzimatica, além de comparar essa alternativa com o processo
industrial convencionalmente empregado. Os experimentos de hidrélise enzimaética foram realizados a
50 °C e pH 5,0, utilizando o residuo de café arabica torrado obtido apés extracéo térmica conduzida a
125 °C (Etapas | e Il) ou a 165 °C (Etapa Ill). A fragdo solubilizada por extracdo térmica e pela
hidrélise térmica ou enziméatica foi caracterizada em termos de volateis provenientes de degradagdo
térmica por (GC-MS), composicdo de carboidratos (HPAEC-PAD) e avaliacdo sensorial. Na Etapa |
do presente estudo, foram inicialmente testados 11 preparados enzimaticos comerciais apresentando
atividades enzimaticas de galactomananases, celulases, galactanases e B-glucanases, dentre outras,
capazes de atuar nos principais biopolimeros do café (arabinogalactanos - AGs, galactomananos -
GMs e celulose), sendo selecionados os produtos Powercell, Galactomananase-HBI e Ultraflo® XL
devido a maior atividade enzimatica em substratos padronizados (463 FPU/g, 18.554 Ul/g e 1.028
Ul/mL, respectiviamentes). Na Etapa Il, a influéncia da concentracdo dos preparados Powercell,
Galactomananase-HBI e Ultraflo® XL (variaveis independentes) no desempenho do processo de
hidrélise enzimatica foi investigado por meio de 11 experimentos executados de acordo com um
planejamento fatorial completo em dois niveis. Os resultados mostraram que o preparado Ultraflo® XL
nao contribuiu (p-valor > 0,49) para solubilizacdo de carboidratos ou aumento de rendimento,
enquanto que as enzimas presentes nos preparados Powercell e Galactomananase influenciaram
significativamente as respostas, favorecendo a liberacdo de glicose, arabinose, glactose e manose
como agucares livres e totais (p-valor < 0,1). Os melhores resultados foram alcancados na condicao
experimental conduzida com 0,12 % de Powercell, 0,10 % de Galactomananase, e 0,12 % de
Ultraflo® XL, alcancando-se 22,3 % de rendimento com reduzida concentracdo de volateis
indesejados. Os produtos obtidos pelos trés processos foram ainda comparados, obtendo-se
rendimentos semelhantes nas extragdes térmica e hidrélise enzimatica, enquanto o rendimento da
hidrélise térmica foi aproximadamente 60% superior devido principalmente a maior solubilizacdo de
galactose, apresentando porém o dobro de volateis indesejados. Buscando-se aumentar o
rendimento do processo alternativo (extragdo térmica seguida por hidrélise enzimética), na Etapa Il
do estudo, a influéncia da temperatura de extracéo térmica foi variada de 125 a 175 °C. Os resultados
mostraram que é possivel elevar a temperatura da extracdo térmica até 165 °C, sem geracao
adicional de volateis indesejados e com aumento de 80 % no rendimento desta etapa em relagdo ao
processo tradicional realizado a 125 °C. O residuo nao solubilizado a 165 °C foi entéio processado por
hidrolise térmica (180 °C) e hidrélise enzimatica em 3 diferentes condicdes experimentais avaliadas
no planejamento fatorial realizado na Etapa Il. Os rendimentos alcancados foram semelhantes para a
hidrélise térmica e hidrélise enzimatica (~28 %), constatando-se que o aumento da temperatura da
extracdo térmica favoreceu a solubilizacdo dos biopolimeros do café pela acdo das enzimas,
novamente com reduzida formacédo de volateis indesejados. Efetuou-se avaliacdo sensorial dos
cafés soltveis obtidos, sendo que os produtos gerados a 125 e 165 °C apresentaram caracteristicas
semelhantes ao café de coador. Ja o hidrolisado obtido termicamamente nas Etapas Il e lll se
destacou pela elevada acidez, enquanto o hidrolisado enzimético gerado na Etapa Il apresentou
caracteristica fortemente amarga e o da Etapa lll caracteristica neutra, mostrando que embora
necessite ser aprimorada, a hidrélise enzimatica pode ser utilizada na fabricagdo de café solivel.

Palavras Chaves: Café Soluvel, Carboidratos do Café, Hidrolise Enzimatica, Hidrdlise Térmica



ABSTRACT

Instant coffee is one of the main products generated by food industry worldwide, consisting of
solubilized fraction from roasted and grounded coffee by heat treatment in two steps: thermal
extraction at 125 °C, followed by thermal hydrolysis at 180 °C of not solubilized fraction in the previous
step. With a high overall yield (~ 50%) due to high temperatures used in thermal hydrolysis step in
order to solubilize carbohydrates present in the coffee, this step is characterized by high energy
consumption and generation of unwished volatile compounds (acetaldehyde, furfural and 5 -hydroxy
methyl furfural) from thermal degradation of coffee beans constituents. The goal of this study was to
evaluate the feasibility of conducting hydrolysis and solubilization of polysaccharides remaining in
coffee residue after thermal extraction step (low temperature) through enzymatic hydrolysis. This
alternative was further compared to the industrial process conventionally employed. Enzymatic
hydrolysis experiments were performed at 50 °C and pH 5.0, using roasted arabica coffee residue
obtained after thermal extraction conducted at 125 °C (Steps | and II) or at 165 °C (Step III).
Solubilized fraction by thermal extraction, thermal or enzymatic hydrolysis were characterized in terms
of volatiles from thermal degradation (GC-MS), carbohydrate composition (HPAEC-PAD) and
sensorial evaluation. In Step | of this study, 11 commercial enzyme preparations, presenting
enzymatic activities of galactomannanases, cellulases, galactanases and B-glucanases, among
others, able to act in coffee biopolymers (arabinogalactans - AGs, galactomannans - GMs and
cellulose) were tested. Three enzyme preparations (Powercell, Galactomannanase-HBI and Ultraflo®
XL) were selected due to their high activity in standard substrates (463 FPU / g, 18,554 IU / g and
1.028 1U / mL, respectively). In Step I, the influence of the concentration of enzymatic preparations
Powercell, Galactomannanase-HBI and Ultraflo ® XL (independent variables) on the performance of
the enzymatic process was investigated by running 11 experiments performed according to a full
factorial design in two levels. Results showed that Ultraflo® XL preparation did not contribute for
carbohydrates solubilization nor for yield increasing (p-value> 0.49), while enzymes present in the
preparations Galactomannanase and Powercell influenced significantly the response variables
favoring the release of glucose, arabinose, mannose and glactose as free and total sugars (p-value
<0.1). The best results were achieved in the experimental condition conducted with 0.12% of
Powercell, 0.10% of galactomannanase, and 0.12% of Ultraflo® XL, reaching up 22.3% of yield with
reduced concentration of unwished volatiles. Products obtained by the three processes were also
compared, resulting in similar yields for thermal extraction and enzymatic hydrolysis, whereas thermal
hydrolysis yield was approximately 60% higher, due to a high solubilization of galactose. However, this
product contained double concentrations of unwished volatiles compounds.  In order to improve the
yield of the alternative process (thermal extraction followed by enzymatic hydrolysis), in Step Il the
extraction temperature influence in a range of 125 to 175 °C was studied. Results showed that it is
possible to increase thermal extraction temperature to 165 °C, without additional generation of
unwished volatiles and with  80% increase of yield in this stage, when compared to the traditional
process performed at 125 °C. Residue unsolubilized at 165 °C was then processed by thermal
hydrolysis (180 0C) and enzymatic hydrolysis in 3 different experimental conditions of factorial design
performed in Step Il. Achieved yields were similar in thermal and enzymatic hydrolysis (~ 28%). It
was also noticed that increase of thermal extraction temperature enhanced coffee biopolymers
solubilization by the enzymes action, again with reduced formation of undesirable volatiles. Sensorial
evaluation of soluble coffees obtained by the different process was conducted. Product generated at
125 and 165 °C showed characteristics similar to roasted and grinded coffee fresh brew. Yet, thermal
hydrolyzed products in Stages Il and Ill stood out by high acidity, while the enzymatic hydrolyzed
product showed characteristic strongly bitter in Step Il and neutral characteristic in Stage lll, although
enzymatic hydrolysis can be improved it can be used for instant coffee production.

Key Words: Instant Coffee, Coffee Carbohydrates, Enzymatic Hydrolysis, Thermal Hydrolysis
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Lista de Abreviacdes

AGs — Arabinogalactanos

CHE - Café Hidrdlise Enzimatica
CHT — Café Hidrdlise Térmica
CT — Café Torrado

EA — Extrato Aromatico

GMs — Galactomananos

HS-SPME-GC-MS — Head Space — Solid Phase Micro Extraction — Gas Chromatography —
Mass Spectrum detection

HPAEC-PAD - High Performance Anion Exchange Chromatography — Pulsed Amperometric

Detection

mcr — Massa de Café Torrado

mea — Massa de Extrato Aromatico

m_ — Massa Liofilizada

Mss - Massa de Solidos Soluveis

R - Rendimento

RE — Residuo da Extracdo

RE fino — Residuo de Extracdo moido em granulometria fina
Rec — Recuperacdo em massa total ou de um componente
RHE — Residuo da Hidrolise Enzimatica

RHT — Residuo da Hidrélise Térmica

Xga — Fragdo méssica de sélidos sollveis no extrato aromatico



Capitulo 1

1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de café, sendo responséavel por 35,28% da
producdo com 144 milhdes de sacas (60 kg) na safra de 2012/13, sendo também o principal
pais exportador desta commodity agricola (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Producdo mundial e exportacéo de café

PAISES Producéo — Safra 2012/13 Exportacédo — Ano 2011
(1.000 Sacas 60 kg) (1.000 Sacas 60 kg)
Brasil 50.826 30.826
Vietna 22.000 20.417
Indonésia 10.950 7.283
Colémbia 8.000 6.561
Etidpia 6.500 3.117

Fonte: (ICO, 2013)

Os principais mercados importadores sdo os Estados Unidos, Alemanha e Itélia.
Esses paises, além de consumirem o café internamente, também manufaturam a matéria-
prima e reexportam produtos industrializados de maior valor agregado, sendo os principais
beneficiados desta cadeia produtiva (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Importagéo e reexportacdo mundial de café

PAIS Importagdo — Ano 2011 Reexportacdo — Ano 2011
(1.000 Sacas de 60 kg) (1.000 Sacas de 60 kg)
EUA 26.093 3.728
Alemanha 20.926 11.683
Italia 8.326 2.669
Japao 7.544 80
Franca 6.992 1.043

Fonte: (ICO, 2013)

Um dos fatores que contribui para o sucesso dos paises desenvolvidos no
processamento e reexportacdo de café é o desenvolvimento de produtos inovadores que
utilizam café como ingrediente, assim como o desenvolvimento de tecnologias eficientes
para 0 seu processamento. Faz-se, portanto, necessario que os paises produtores
aumentem os investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) para se transformarem
de exportadores de matéria-prima a exportadores de produtos manufaturados (FURTADO,
2011).

Dentre os produtos industrializados obtidos a partir do processamento do café,
destacam-se café torrado e moido (embalagens almofada, sachés, capsulas de aluminio,

etc), café soluvel e bebidas instantdneas com o ingrediente café (cappuccinos, café com

1
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leite, café com chocolate, etc), sendo o café sollvel o principal derivado, onde a producéo
nacional foi de 79,2 mil ton. em 2012 (SOUZA et al., 2013). O consagrado processo GEA-
NIRO (2013) domina a producéo industrial de café soltvel desde o inicio da década de
1980. Nesse processo, grdos de café torrados e moidos sdo submetidos a tratamento
térmico composto basicamente por duas etapas sequenciais: extracdo e hidrélise. Na
extracdo térmica, os polissacarideos e outros compostos sollveis presentes na matéria-
prima sdo extraidos com &gua a 125 °C, obtendo-se a fragdo denominada “extrato
aromatico”, de excelente qualidade em termos de sabor e aroma. Porém, devido ao baixo
rendimento (~ 20%), a obtenc¢do de um produto com preco acessivel depende da etapa de
hidrélise térmica, na qual o residuo da etapa de extracdo térmica € tratado com agua a 180
°C, sob alta pressdo, tendo como principais caracteristicas a alta eficiéncia na geracdo de
polissacarideos sollveis e o elevado rendimento (~28 %). Em contrapartida, o uso da alta
temperatura torna esse processo industrial dependente de intenso consumo energético,
além de comprometer a qualidade do produto final, devido a formacdo de compostos
indesejaveis (acetaldeido, furfural e 5-hidroxi-metil-furfural) provenientes da degradacdo
térmica dos constituintes do café (DE MARIA, 1994).

Considerando a tendéncia atual de adocdo de processos industriais de menor
impacto energético e ambiental, o principal objetivo do presente trabalho foi estudar
tecnologias alternativas que permitam a solubilizacdo dos polissacarideos constituintes do
grdo de café, no processo de producdo de café sollvel, visando um produto de maior
gualidade, isento de compostos de degradacéo e sem prejuizo ao rendimento do processo.

Assim, para efeito de apresentacédo das atividades desenvolvidas e dos resultados

obtidos no trabalho, optou-se pela redacéo da tese de acordo com a seguinte estrutura:

- Capitulo 2: Revisdo sobre os processos de fabricagcdo de café solavel e principais
aplicacdes de tecnologia enzimatica no processamento de café, com maior énfase na

hidrélise enzimatica dos polissacarideos do café.

- Capitulo 3: Caracterizagdo de 11 preparados enzimaticos comerciais em termos de
atividades em celulases, galactomananases, galactanases e p-glucanases, assim como
avaliacdo dos 3 preparados selecionados na hidrélise dos polissacarideos do café.
Comparou-se ainda a fracdo solubilizada obtida pelo tratamento enzimatico com as
correspondentes geradas no processo convencional (etapas de extragéo e hidrolise térmica)
em termos de composi¢cdo de carboidratos, compostos volateis e rendimento. O conteddo

deste capitulo foi submetido como artigo ao periddico Coffee Science.

- Capitulo 4: Avaliagdo da contribuicdo de cada preparado enzimético selecionado em
termos de rendimento, liberagdo de polissacarideos solUveis e composicdo em acgucares
2
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livres e totais dos mesmos utilizando planejamento fatorial completo. Parte do contetudo
integrard artigo a ser submetido ao periddico International Journal of Food Science and

Technology, juntamente com parte da revisao apresentada no Capitulo 2.

- Capitulo 5: Mapeamento da influéncia da temperatura da etapa de extracdo térmica nas
caracteristicas do extrato aromatico produzido, visando identificar a temperatura de
operacdo dessa etapa preliminar de obtencdo do café solluvel que favoreca sua integracéo
com o processo de hidrolise enzimética, potencializando a acdo das enzimas no residuo
proveniente da etapa de extracdo térmica, sem comprometimento da qualidade do produto

(extrato aromatico) por subprodutos de degradacao.

- Capitulo 6: Consideracdes finais e recomendagfes para aplicacdo da tecnologia

enzimatica na solubilizacdo dos biopolimeros constituintes do café.

As referéncias adicionais estao no final do trabalho, por terem sido citadas nos capitulos 1, 2

e 6 gue nao foram escritos em formato de artigo cientifico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Processos de Fabricacédo de Café Solavel

O café soluvel foi inventado pelo quimico japonés Satori Kato no ano de 1901 em
Chicago-EUA, e seu processo de producdo em larga escala foi implementado em 1906 pelo
guimico inglés George Constant Washington. No ano de 1938 uma empresa suica langou o
café solavel liofilizado, que fez parte de um plano do governo brasileiro para resolver o
excesso de oferta de matéria-prima no mercado. Mas somente ap0s a Segunda Guerra
Mundial esse produto se popularizou no mercado (BELLIS, 2013).

Para a producdo de café soluvel é importante selecionar matérias-primas
padronizadas, cuja classificacdo foi regulamentada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), onde se estabeleceu que o café cru (verde) serd classificado em
categoria, subcategoria, grupo, classe e tipo, da seguinte forma (MAPA, 2003):

a) Categoria: Tipo | — Café arabica (Coffea arabica), Tipo Il — Café Conilon (Coffea

canephora), apresentados na Figura 2-1.

ARABICA CONILON

Figura 2-1: Café Arabica e Conilon

O café arabica corresponde a 70% da producdo mundial, sendo considerado
uma bebida mais nobre devido aos aromas e sabores que se desenvolvem durante a
torra. Contém aproximadamente 1,4% de cafeina e é cultivado em altitudes de 600 a
2000 metros acima do nivel do mar. Essa variedade exige cuidados especiais
intensos deste o cultivo até a colheita, tendo como média historica preco 50%
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superior ao café conilon.
Minas Gerais, Sao Paulo e Parand (FERNANDES et al., 2003).

No Brasil, ele é cultivado principalmente nos estados de

O café conilon € mais rastico, suportando deficiéncias hidricas, sendo mais
resistente ao ataque de pragas. Possui aproximadamente 2,5% de cafeina, sabor
mais amargo e desenvolve menos compostos aromaticos durante a torra. Essa
variedade é cultivada desde o nivel do mar até altitude de 600 metros, tendo os
estados de Rondbnia e Espirito Santo como os principais produtores. Apesar de ser
considerado de qualidade inferior ao arabica, o aprimoramento nos tratos culturais
também proporcionou ganho significativo de qualidades nesta variedade, sendo
comum a elaboracdo de produtos com blends de café conilon e arabica

(FERNANDES et al., 2003).

b) Subcategoria: Classificado de acordo com a forma em grdo chato (superficie
plano-convexa) ou moca (forma de ovo), e de acordo com o tamanho em graudo
(peneiras 17, 18 e 19), médio (peneiras 15 e 16) e miudo (peneira 14 e
inferiores), onde o numero da peneira corresponde a um multiplo de 1/64

polegadas, ou seja, peneira 17 corresponde a abertura de 17/64 polegadas. As

formas e tamanhos séo apresentados na Figura 2-2.
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Figura 2-2: Graos chatos (P10 até P19) e grdos moca (Mk08 a Mk12).
NUmeros correspondem as peneiras.
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¢) Grupo: Classificacéo do café baseada em seu aroma e sabor, sendo:

Grupo |: Bebida arabica, que tem sabor mais acentuado, aromatico e menor
guantidade de cafeina que o conilon, classificada em bebida fina (estritamente

mole, mole, apenas mole e dura) e bebida fenicada (riado, rio e riozona).

Grupo Il: Bebida Robusta, que tem sabor e aromas neutros, tendendo para o
amargo, subdividida em excelente, boa e normal.

s

d) Classe: O café cru é classificado de acordo com sua coloragcdo em verde

azulado, verde, amarelado, amarelo, marrom, chumbado e discrepante.

e) Tipo: Classificacdo baseada nos defeitos do gréo de café e nas impurezas
presentes em amostra de 300 g, indo do tipo 2 (maximo de 4 defeitos) até tipo 8
(méximo de 360 defeitos). Os principais defeitos encontrados no café estdo na

Figura 2-3.

PRETOS QUEBRADOS CHOCHOS

CASCAS GRANDES ARDIDOS MARINHEIROS PEDRAS E TORROES

EY

4 DEFEITOS 2.100 DEFEITOS

Figura 2-3: Principais defeitos do café e amostras com total de 4 e 2.100 defeitos.
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Para a elaboracdo do café sollvel, inicia-se com um “blend” de matéria-prima
devidamente padronizada (classificada), seguida pela etapa de torra. Normalmente a torra €
conduzida em equipamentos operando em batelada, onde o0s gases da fornalha
(temperatura ao redor de 650 °C) entram em contato com o café cru, promovendo
inicialmente um processo de secagem, seguido por centenas de reacdes quimicas
complexas, onde os aromas (mais de 800 volateis foram detectados) e coloracdo do café
sdo desenvolvidos. Quando os grédos torrados atingem uma temperatura de
aproximadamente 230 °C (dependendo do grau de torra desejado), a torra é interrompida
com o corte do fluxo de ar quente. Em seguida, é adicionada dgua de resfriamento dentro da
camara de torra, o café torrado é descarregado e resfriado com fluxo de ar a temperatura
ambiente (SIVETZ; DESROSIER, 1979).

Na Figura 2-4 temos o esquema de funcionamento de um torrador batelada, modelo

Gothot®, com as setas indicando o fluxo de café, ar guente e ar de resfriamento.

1 -Fornalha

2 -Camarade Torra

3 - Peneira de resfriamento
4

5

() - Saida de ar de resfriamento
" IR T - Saida de ar quente (chaminé)
VAL \ | —» Ar quente
oA —» Ar de resfriamento
i : » \ /3 —» Café cru (verde)
T Ne. % — Café torrado
(1) A4 44

Figura 2-4: Torrador Gothot® (SIVETZ; DESROSIER, 1979)

Os graos de café sofrem expansao durante a torra, tornando-se mais porosos como
efeito da liberacdo de gases durante reacdes de pirdlises, onde se destaca o CO,. O café
arébica torrado até 220 °C tem porosidade de 43% (volume de vazios/volume total) e poros
entre 12 e 26 um de diametro, cujas medidas foram obtidas por microscopio eletrénico de
varredura (Figura 2-5), (GUTIERREZ et al., 1993).
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Figura 2-5: Microscopia eletronica de varredura — Café arabica torrado a 220 °C
(GUTIERREZ et al., 1993).

Kasai et al. (2006) efetuaram digestao de graos de café torrado fatiados em quatro

etapas consecutivas como descrito abaixo, com o objetivo de determinar a estrutura da

parede celular:

a)

b)

d)

Extragcdo com Na,CO; 0,1M a 98°C por 20 minutos: 54,4% da massa de café
torrado foram solubilizadas, sendo a composi¢cao (mol%) do solubilizado 45,0%
de galactose, 25,2% de manose, 15,4% de arabinose e 14,4% de glicose.

Do residuo insolavel da extragcdo com Na,CO; efetuou-se extragdo com celulase
a 40 °C em pH 5,0 por aproximadamente 18 horas: 25,1% da massa inicial de
café torrado (item a) de café foi solubilizada, sendo a composi¢cao (mol%) do
solubilizado 55,0% de manose, 30,9% de glicose, 7,9% de galactose e 6,3% de

arabinose.

Do residuo da segunda extracao (celulase) efetuou-se extracdo com NaOH 0,1M
& 121 °C por 20 minutos: 10,0 % da massa inicial de café (item a) foi solubilizada,
sendo a composicdo (mol%) do solubilizado 72,2% de galactose e 27,8% de

manose, sem deteccdo de arabinose e glicose.

Do residuo da terceira extragdo (NaOH), repetiu-se a processo do item b: 6,6%
da massa inicial de café (item a) foi solubilizada, sendo a composicdo (mol%) do
solubilizado 43,3% de manose, 33,1% de glicose, 13,5% de galactose e 10,1%

de arabinose.
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Com este ensaio Kasai et al. (2006) mostraram que os carboidratos existentes no
gréo de café, embora em composicdes variadas, se distribuem ao longo de toda a parede
celular. A arabinose mesmo sendo removida em grande quantidade na primeira de extracdo
(a), ainda estd presente no material solubilizado no item (d), e essa distribuicdo dos
carboidratos é importante para compreender os processos de extracdo e hidrélise.

ApoOs a torra, os gréos de café sdo granulados em moinhos com rolos estriados para
produzir particulas inferiores a 4,0 mm, que sao introduzidas em colunas percoladoras (7
colunas de percolacdo em série), onde o café granulado fica compactado em leitos fixos, e
extraidas em contracorrente com agua quente. O processo comercialmente existente (GEA-
NIRO, 2013) permite que a primeira extragcdo com agua seja realizada em temperatura mais
baixa (125 °C). Neste caso, o extrato de café produzido é chamado de extrato aromatico
(EA). A partir do material ndo solubilizado efetua-se uma segunda extragdo em temperatura
mais elevada (180 °C) e o extrato de café produzido é chamado de hidrélise térmica (CHT),

conforme ilustra a Figura 2-6.

Vapor @gmu: :::t\:ja::a agua baixa temperatura
- R & R &
‘R 0
I
' ‘
|
|
/‘ ~ ) \ \) \ . V : \)
Borra de Café Extrato Hidrolise  Extrato Aromatico

Termica

Figura 2-6: Sistema extrac&o IC/FIC™ (GEA-NIRO, 2013).

Deve-se ressaltar que as colunas extratoras sdo dotadas de filtro na saida, e caso
ocorra o arraste de insollveis no extrato de café, estes sdo removidos por filtracdo e/ou

centrifugacao.

Apés a extracdo, os extratos de café bruto (4,0 a 18,0 % m/m), sdo concentrados
pelas tecnologias atualmente existentes para o processamento de suco de frutas, utilizando:

evaporadores (concentracdo térmica) e crio concentradores (concentragdo a baixa
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temperatura), obtendo-se o extrato de café concentrado normalmente acima de 40% (m/m)
(SIVETZ; DESROSIER, 1979).

O extrato aromético (EA), que normalmente apresenta caracteristicas semelhantes
ao café tradicional (coador), deve ser concentrado por tecnologias que preservam o0s
compostos volateis presentes, que estdo associados a qualidade superior do produto. Os
aromas podem ser separados por stripping ou destilacdo com vapor em uma coluna
operada sob vacuo (Figura 2-7) e incorporados no extrato apds concentragdo por
evaporagao.

é Fluxo de

Figura 2-7: Coluna operada sob vacuo SCC® - (Flavourtech - Spinning Cone Column, 2013)

Outra forma de preservar os aromas do EA é utilizar a crio concentragdo. Neste
processo, parte da agua é congelada e separada do extrato de café por diferenca de
densidade (Figura 2-8), evitando as rea¢cfes de caramelizacdo da concentracdo térmica e

preservando os aromas.

Figura 2-8: Interface de separacéo cristais de gelo e extrato de café (Freeze Concentration -
GEA, 2013).
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Por outro lado o extrato de café produzido por hidrélise térmica (CHT), que contém
volateis indesejados, é normalmente concentrado por evaporadores térmicos tipo falling film
de mudltiplos efeitos e com termo compressao. Neste processo o importante é evaporar
agua com menor custo e atingir altas concentragbes (55 % m/m), ndo sendo necessarios
cuidados para preservacao dos volateis (SIVETZ; DESROSIER, 1979).

O extrato concentrado final é proveniente da mistura dos extratos concentrados EA e
CHT, sendo que ambos apresentam contribuic6es positivas para obtencdo do produto final.
A Ultima etapa do processo produtivo é a secagem, cujos processos utilizados sdo a
secagem por Spray Drying (ar quente), produzindo café sollvel na forma de p6 denominado
Spray Dried (Figura 2-9 a) ou a Liofilizacdo (Freeze Drying), onde o café soluvel é
denominado Liofilizado (Figura 2-9 b). Nesta etapa o café sollvel passa a ter umidade
abaixo de 5%, estando pronto para ser embalado para o consumidor e comercializado

(SIVETZ; DESROSIER, 1979).

A)

Figura 2-9: a) café soluvel Spray Dried e b) Café Soluvel Liofilizado

Na Figura 2-10 apresenta-se um fluxograma de todo o processo onde é possivel

visualizar simplificadamente todas as etapas de producao do café solavel.

¢ Café cru (verde)

Torra

vy Cafétorrado

Agua de
extracao

—»| Extragio |, Borra (residuo)

Extrato de café bruto

y

Concentracao

Fxtrato de café concentradn

Secagem

i Café Soluvel
Figura 2-10: Fluxograma de produc¢éo de café soluvel (SIVETZ; DESROSIER, 1979)
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Nos dias atuais a borra (Figura 2-10), que é um residuo do processo de

extracdo, é prensada mecanicamente e utilizada como biomassa para gerar vapor

em substituicdo aos combustiveis fésseis. Alguns pesquisadores possuem interesse

em transformar este subproduto agricola em biodiesel, etanol, substrato para

producdo de enzimas, substrato para producdo de cogumelos e fibras para adicéo
em alimentos (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).

2.2 — Tecnologias Enzimaticas no Processamento do Café

Atualmente a tecnologia enzimatica é aplicada em muitos setores da inddstria
alimenticia, como panificacdo, producdo de acucar, cerveja, vinho, sucos e laticinios. As
enzimas contribuem para melhorar a qualidade (biotransformacéo de produtos indesejados)
e reduzir os custos de producdo (aumento de rendimento e reducdo de tempo de
processamento). Com isso, 0s consumidores possuem acesso a alimentos de melhor
gualidade e com um custo reduzido (NOVOZYMES, 2013).

Por outro lado, na industria de processamento de café, que é um negdcio bilionério,
poucas aplicagfes sdo registradas em escala industrial. Um dos propésitos desta revisédo é
enfatizar algumas aplicagcbes potenciais para este ramo de negocio, com foco nas
aplicagdes que utilizam enzimas na hidrélise de polissacarideos, que sdo 0os compostos

presentes em maior quantidade no café torrado.

2.2.1 — AplicacOes Gerais de Enzimas em Café Cru (Verde)

Aprimorar a Qualidade do Café Cru (matéria-prima)

O café mais caro do mundo é o Café Civeta, e uma simples xicara pode custar mais
que US$30,00 (STRAND, 2010), sendo que o sabor especial desta bebida é atribuido a um
gato selvagem tropical, denominado Kopi Luwak (Paradoxus hermaphrodites), também
conhecido como Civeta. Este animal se alimenta do café em cereja no campo e o Café
Civeta é expelido pelo seu trato digestivo. Porém, somente uma quantidade pequena de

café é produzida por este processo, que acaba justificando seu alto preco.

No Brasil, um tipo de café similar é produzido por uma ave denominada Jacu
(Penelope ochrogaster), cujo café expelido é denominado de Jacu Bird Coffee,

comercializado por aproximadamente US$120,00 por quilograma (KIEFER, 2010) .
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Visando aumentar a escala de producdo e ndo necessitar de um animal selvagem
para processar este tipo de café, Martinez e Baladan (2009) propuseram o tratamento do
café despolpado com enzimas in vitro, buscando reproduzir o ambiente do estdmago dos
animais. Basicamente os grdos de café sao adicionados em um banho contendo &gua
deionizada, e o pH do meio foi ajustado com &cido cloridrico para a faixa de 1,5 a 2,0, logo
apoés adicionaram 11,01 g de pepsina (Sigma-Aldrich, produzida a partir da mucosa gastrica
de suinos) por 1 kg de café. Ap6s 12 h de tratamento enzimatico, a 35 °C, o café foi lavado
para remocao do Acido e das enzimas, sendo seco e torrado nas mesmas condi¢cdes de
uma amostra sem o0 tratamento enzimatico. Provadores treinados avaliaram o café e
descreveram a amostra processada como menos amarga que a amostra sem tratamento,

considerando a amostra obtida a partir do café tratado como de qualidade superior.

O sabor e aroma do café sdo gerados no processo de torra, onde ocorrem as
reacOes de Maillard (BALTES, 1982). Entéo, o tratamento de gréos de café com proteases e
carboidrases pode modificar a disponibilidade de aminoacidos e acglcares redutores que
participam nessas reag0es, interferindo nas reacdes de Maillard e consequentemente na
gualidade do café torrado. Portanto, o estudo dos mecanismos de geragfes dos sabores e
aromas do café, combinado com o uso de enzimas, que alteram 0s reagentes iniciais das
reacGes que ocorrem na torra, € um campo promissor de pesquisa, podendo produzir cafés

processados com qualidades singulares.

Reducdo de Contaminantes Quimicos

A acrilamida é um composto quimico formado durante o processamento térmico, que
apresenta potencial carcinogénico em cobaias de laboratério e seus efeitos provavelmente
se estendem aos humanos. Em pesquisas sobre a formacg&o de acrilamida em café torrado,
encontrou-se uma quantidade média de acrilamida de 708 ppb (café conilon) e 374 ppb
(café ardbica). InvestigagBes sobre a formagdo da acrilamida identificaram a asparagina
como reagente limitante, que reage com acucares redutores durante o processo de torra
(BAGDONAITE; DERLER; MURKOVIC, 2008).

A solucdo proposta para reduzir a formacdo de acrilamida é o tratamento do café
verde com asparaginase, convertendo asparagina em &cido aspartico no café verde
(conversado de 40%), umectando-se 0s grdos com a solucdo enzimatica.  Ap0s a torra,

observou-se reducgéo de 30% na formacéo de acrilamida (DRIA et al., 2004).
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Atualmente o foco das agéncias governamentais como o FDA esta nos alimentos
gue sdo maiores fontes de acrilamida, como, por exemplo, a batata frita, para os quais
existem solucBes comerciais em desenvolvimento, como o preparado enzimético Acrilaway®
(Novozymes®). Embora em cafés com grau de torra mais avancado (temperaturas acima de
220 °C) verifique-se a degradac&o térmica da acrilamida, o processo enzimatico podera ser
aprimorado e utilizado na producéo de café com teor de acrilamida reduzido (BAGDONAITE;
DERLER; MURKQVIC, 2008).

Acelerar o Processamento Pos-Colheita

Os frutos do café colhido no campo podem ser beneficiados pelo processo via imida,
onde estes sdo separados da casca por um processo mecéanico, obtendo um gréo de café
envolvido no pergaminho (endocarpo) e mucilagem (mesocarpo). Para separar a
mucilagem o processo € chamado de degomagem, onde o fruto descascado é fermentado
em agua por um periodo de aproximadamente 80 horas, eliminando naturalmente a
mucilagem. Para acelerar o processo de degomagem utilizam-se enzimas pectinoliticas,

reduzindo-se este processo para aproximadamente 20 horas (KASHYAP et al., 2001).

2.2.2 — Utilizac&o de Enzimas na Biotransformagdo de Compostos Especificos do Café

Extracdo de Acido Hidroxicinamico da Polpa do Café

Os 4cidos ferulico, caféico e clorogénicos (derivados do acido hidroxinamico por
reacOes de esterificacdo) e apresentam propriedades anticarcinogénicas, anti-inflamatorias
e antioxidantes. Esses compostos estdo presentes tanto no grdo como na polpa do café
(parte externa do gréo), sendo solubilizados da parede celular por hidrélise com a enzima
feruloil esterase (E.C. 3.1.1.73), obtida por fermentacdo em estado solido, utilizando-se
azeite de oliva ou polpa de café como substratos, pelo micro-organismo Rhizomucur
pusillus. A solubilizagdo destes compostos pelo processo enzimético gera produtos de alto
valor agregado deste residuo agricola (TORRES-MANCERA et al., 2011).

Aumento da Capacidade Antioxidante do Extrato de Café

Através de enzimas (Tanase — E.C. 3.1.1.20, Palatase 20.000 L da Novozymes® —
E.C. 3.1.1.3) ou micro-organismos (Lactobacillus johnsonii) que efetuam a hidrélise dos
acidos clorogénicos do extrato de café, aumentou-se em aproximadamente 30 vezes a

capacidade antioxidante, permitindo que o extrato seja utilizado para produzir diversos
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alimentos funcionais ou utilizd-lo como antioxidante natural para alimentos (BEL-RHLID et
al., 2009).

2.2.3- Producéo de Compostos com AplicagBes Farmacéuticas ou em Cosméticos

Neste século foram depositadas 479 patentes que contém as palavras chaves “café”
e “enzimas”. A maioria dessas patentes foi depositada por grandes empresas europeias nas
areas de alimentos, cosméticos, medicamentos e enzimas, sendo que 199 delas tém
aplicacdes nas areas farmacéuticas ou de cosméticos (Figura 2-11), que foram pesquisadas

na Web of Knowledge (www.isiknowledge.com) utilizando a base de dados Derwent

Innovation Index®. As finalidades védo desde formulacdes de cosméticos para retardar o
envelhecimento e distdrbios na pele, até produtos com propriedades anti-inflamatorias (BEL-
RHLID et al., 2009) ou para o tratamento do mal de Alzheimer. Possivelmente uma parte da
producdo de café migrara da prateleira dos supermercados para as farmacias ao longo dos

préximos anos.

Area de Estudo REGISTROS qi;.%e G%iggESDE
QUIMICA 464 96,8685 % I
TECHOLOGIA DE ALIMENTOS 7 66.1795 %
BIOTECNOLOGIA 259 54,0710 % I
FARMACOLOGIA 199 415449% I
INSTRUMENTACAD 117 244250 %
AGRICULTURA 112 233820 % I
CIENCIAS DOS POLIMEROS 95 19.6330 % —
ENGENHARIA, 62 129436 % W
CIENCIAS DOS MATERIAIS 2 43841% W
ENERGIAS E COMBUSTIVEIS g 18789% |

Figura 2-11: Resultado de pesquisa em banco de Patentes de 2001 a 2013 com palavras
chaves “COFFEE” e “ENZYME” (www.isiknowledge.com, base de dados Derwent Innovation
Index®).

2.2.4 — Hidrélises dos Polissacarideos do Café

Reducao de Sedimentos em Extrato de Café:
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Apds o processo de extracdo dos sélidos soluveis do café, o extrato obtido é
resfriado a temperatura ambiente para continuar o processamento. Nesta etapa
normalmente aparecem sedimentos, exigindo etapa de centrifugacdo ou filtragdo. Delgado
et al. (2008) mostraram que o sedimento de extrato de café continha 54,7% de carboidratos,
cujo principal constituinte era a manose. Os autores hidrolisaram o sedimento de forma
eficiente com os preparados enzimaticos Rohapect B1L (AB Enzymes) e Galactomananase
(ACH) tornando-o solltvel, contribuindo para aumentar o rendimento na producédo de café

soluvel.

Reducéao de viscosidade:

O principal constituinte do extrato de café responsavel pela viscosidade é o
galactomanano (biopolimero com a cadeia principal de manose, com ramificagbes de
galactose). Para permitir a concentracdo do extrato de café em altas concentracdes por
processo de osmose reversa, foi proposta a hidrélise enzimética de galactomananos,
reduzindo o tamanho da cadeia polimérica e a viscosidade, respectivamente (OSAMU;
HIROSHI; YOSHIYUKI, 2003).

Um método também foi patenteado pela empresa Ueshima Coffee Company (UCC)
para reduzir a turbidez e a formagcdo de precipitados em extratos de café concentrados
termicamente, no qual foram empregadas enzimas que hidrolisam os galactomananos do

café presentes no extrato antes da concentragdo em evaporadores (AKIRA et al., 2003).

Nicolas et al. (1998) patentearam a utilizagdo da enzima p-mananase (Aspergilus
niger) imobilizada por ligacdes covalentes em suporte Eupergit-C® com recuperacéo de 80%
da atividade da enzima livre e efetuaram hidrélise de galactomananos em extrato de café

por 500 ciclos de utilizagdo, mantendo 60% da atividade enzimatica imobilizada inicialmente.

Extracao de sélidos soluveis com auxilio de enzimas

SILVER et al. (2007) depositaram patente na qual apresentam um processo de
extracdo de café. As principais etapas presentes no processo desenvolvido por Silver sdo
descritas a seguir: i) grédos de café torrado arabica foram moidos com didmetro médio de
900 um e extraidos em um tanque adicionando-se agua a 85 °C na razdo 1:5 (m/m),
mantendo o sistema em agitacdo por 30 minutos, com rendimento em base seca de 25%; ii)

o material ndo solubilizado foi diluido em &gua na proporcao 1:10 (m/m), moido novamente
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em didmetro médio de 75 um (moinho coloidal de esferas com zirc6nio), e submetido a
hidrolise enzimatica por 16 horas a 50 °C com 0,0275% (m/m) de Mannaway 25L
(Novozymes), que é um preparado com atividades celulases e f-mananases, juntamente
com 0,0275% RS-103 (logen, Ottawa, Canada), preparado com atividade de f-mananases e
B-glucanases; iii) a reacdo foi interrompida por resfriamento, os insolUveis separados por
filtracdo e o sobrenadante processado em modulo de ultrafiltracdo para recuperacdo das
enzimas. Ainda de acordo com o0s pesquisadores, a hidrélise enzimatica conduzida
conforme descrito anteriormente acrescentou mais 38% ao rendimento em relacdo ao café
torrado. Além disso, o café produzido por hidrélise enzimatica apresentou caracteristicas
sensoriais superiores (caracteristica de menos processado), quando comparado com café

solUvel hidrolisado termicamente.

Os estudos de hidrolise dos polissacarideos do café serviram de fundamentacdo
para a execucdo dos estudos descritos nos capitulos 3, 4 e 5, visando a substituicdo da
etapa de hidrélise térmica e aprimoramento do processo. Devemos destacar que 0S
preparados enzimaticos comerciais utilizados por Silver et al. (2007) foram descontinuados

pelos respectivos fabricantes.
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3. Analise Comparativa de Hidrdélise Térmica e Enzimética do Residuo
da Extracdo do Café Torrado

RESUMO

A industria do café solivel movimenta mais de 12 bilhdes de doélares anualmente,
consumindo 1,5 bilhdes de toneladas de gréos de café. No processo industrial tradicional, a
obtencéo deste produto compreende a extracdo de polissacarideos por tratamento térmico.
Caracterizada pelo elevado rendimento proporcionado pelas altas temperaturas
empregadas, a etapa de hidrolise térmica do residuo de extragédo leva a producdo de um
café solavel com qualidade inferior devido a formacdo de compostos volateis indesejaveis
como acetaldeido, furfural e 5-hidroxi-metil-furfural, provenientes da degradacgédo térmica dos
carboidratos. Neste trabalho, tratamentos térmico e enzimético sdo comparados em termos
do rendimento do processo de obtencdo do café solivel e de sua composicdo em
carboidratos e compostos volateis. A fracdo extrato aromatico foi obtida por extracdo de
grdos torrados de café arabica com agua a 125 °C, gerando um residuo ndo solubilizado
que foi submetido a hidrélise térmica (180 °C) ou enzimatica. Experimentos de hidrélise
enzimatica foram conduzidos a 50 °C, em solucéo tampéo citrato 50 mM e pH 5,0, utilizando
os preparados comerciais Powercell, Galactomananase HBI Enzymes e Ultraflo XL, com
atividades de celulases, galactomananases, galactanases e B-glucanases, selecionados
dentre 11 produtos avaliados. Com rendimento de 18,4%, semelhante ao da etapa de
extracdo (20 %) e inferior ao da hidrolise térmica (28%), a hidrolise enzimatica gerou fragédo
solubilizada com baixo teor de compostos indesejaveis e alta concentracdo de acgUcares
livres. Em acucares totais, a fracdo solubilizada enzimaticamente apresentou concentracao
intermediaria (21%) em comparacdo a dos produtos obtidos por hidrélise (36%) e extracao

térmicas (8%).

Termos para indexacdo: carboidrato, enzima, extracdo, degradacao térmica, café soltvel.
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Comparative Analysis of Thermal and Enzymatic Hydrolysis from
Extracted Roasted Coffee Residue

ABSTRACT

Instant coffee industry moves more than USD 12 billion yearly and it consumes 1.5 billion
tons of coffee beans. In an traditional industrial process, this product is obtained by thermal
extraction of polysaccharides. Characterized by the increased yield resulting from the high
temperatures employed, the thermal hydrolysis of the extraction residue leads to the
production of an instant coffee with lower quality due to the formation of unwished chemical
compounds such as acetaldehyde, furfural and 5-hidroxi-metil-furfural, which arise from the
thermal degradation of carbohydrates. In this work, thermal and enzymatic processes are
compared in terms of yield, carbohydrate and volatile compositions. The aroma extract
fraction was obtained by extraction of roasted arabica coffee beans with water at 125 °C,
generating a non-soluble residue, that was then submitted to thermal (180 °C) or enzymatic
hydrolysis. Enzymatic hydrolysis experiments were carried out at 50 °C, with 50 mM citrate
buffer solution at pH 5.0, using commercial enzyme preparations Powercell,
Galactomananase-HBI and Ultraflo XL, with cellulases, galactomannases, galactanases and
B-glucanases activities, selected from 11 enzyme preparations analyzed. With yield of
18.4%, similar to the extraction step (20 %) and inferior than the one achieved at thermal
hydrolysis (28%), enzymatic hydrolysis produced soluble material with low content of
unwished volatiles and high concentrations of free sugars. Regarding total sugars, enzymatic
solubilized material exhibited an intermediate concentration (21%) when compared to the

products generated by thermal hydrolysis (36%) and extraction (8%).

Index terms: carbohydrate, enzyme, extraction, thermal degradation, instant coffee
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3.1- INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, tendo o Brasil como maior
produtor mundial com 50,8 milhGes de sacas em 2012 (35 % da producédo mundial), seguido
pelo Vietnd, Indonésia e Colébmbia. Entre maio de 2011 e abril de 2012, o consumo per
capita de café no Brasil atingiu 4,94 kg/habitante, posicionando o pais como o segundo
consumidor mundial de café, ultrapassando a Franca e a Italia (ABIC, 2013).

O café é consumido principalmente na forma tradicional, como p6 torrado e moido para
preparo da bebida em coador ou ainda em saché ou cdpsulas, utilizados nas cafeteiras mais
modernas. Porém, o café sollvel nas mais diversas formas (spray dried, granulado ou
liofilizado) vem ganhando importancia no mercado, tanto pela praticidade como pela
qualidade superior. O café soluvel também é um ingrediente muito utilizado industrialmente
no preparo de cappuccinos, bebidas liquidas a base de café, bolos e sorvetes, entre outros.
Além de ser apreciado pelas caracteristicas de aroma e sabor, propriedades funcionais,
como a antioxidante, de diferentes substancias presente no café ja foram comprovadas
(VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2012).

Os produtos descritos acima séo obtidos a partir das duas variedades principais de café:
i) Coffea arabica (ou arabica), correspondendo a 70% da producédo mundial e apresentando
sabor mais suave e aromatico; ii) Coffea canephora (ou robusta), correspondendo a cerca
de 30% do mercado mundial e possuindo um sabor mais amargo, além de conter 50% mais
cafeina que o café arabica (CLARKE & VITZHUM, 2001). Em termos de composi¢ao, apos a
torrefagcdo, o café arabica apresenta, em fracdo massica, 48,1% de carboidratos, 15,9% de
lipideos, 6,8% de proteinas e 29,2% de outros compostos (OOSTERVELD et al., 2003).

Os carboidratos, principais componentes do café torrado presentes no produto café
soluvel, apresentam a seguinte composicdo (em fragdo molar): 51% de manose, 21% de
galactose, 16% glicose, 6% de arabinose, 4% de acido urbnico e 1% de ramnose
(OOSTERVELD et al., 2003). Esses carboidratos se encontram predominantemente na
forma de polissacarideos, ja que aqueles de menor massa molecular sofrem degradacéo
durante o processo de torra. Por sua vez, os polissacarideos presentes no café compdem a
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estrutura dos biopolimeros galactomananos (GMs), arabinogalactanos (AGs) e celulose
(ARYA & RAO, 2007).

As condicbes empregadas durante o processo de extracdo e hidrélise do café torrado
determinam tanto a qualidade do produto como o rendimento do processo. A extragdo para
o preparo da bebida de café, quando efetuada de forma doméstica (com 4gua a 98°C), pode
apresentar um rendimento inferior a 20% (MARTINS at al., 2005). Em processos industriais
para producdo de café soluvel e outros derivados, é necessario recuperar polissacarideos
de maior peso molecular para a obtencdo de produtos concentrados, apresentando as
propriedades fisico-quimicas desejadas, tais como menor higroscopicidade e maior
temperatura de transigéo vitrea (DELGADO et al., 2008).

Tradicionalmente, a producdo de café solavel e outros derivados é realizada pelo
processo Gea-Niro (2013), constituido de uma extracdo térmica a 125 °C e uma hidrélise
térmica a 180 °C, seguida pelas operacdes de concentracdo por evaporacédo e secagem por
spray dryer ou liofilizacdo. Na etapa de extracdo térmica, obtém-se um extrato com boas
gqualidades aromaticas, mas baixo rendimento. Assim, para atingir rendimentos da ordem de
48% (café arabica) ou 54% (café robusta), € incorporada a etapa de hidrélise térmica.
Porém, ha dois grandes inconvenientes inerentes as condigdes empregadas nesta etapa do
processo Gea-Niro: grande consumo energético e geracdo de compostos indesejaveis
provenientes da degradacédo de carboidratos, onde se destacam o furfural, o acetaldeido e o
5-hidréxi-metil-furfural (5-HMF) (DE MARIA et al., 1994). Uma alternativa promissora ao
processo de hidrélise térmica consiste na solubilizagdo dos polissacarideos de maior massa
molecular por hidrélise enzimatica. Neste caso, um produto de alta qualidade, isento de
produtos de degradacao, poderia ser obtido com baixo consumo energético (SILVER et al.,
2005).

Embora se utilize enzimas em algumas etapas do processamento industrial do café
(DELGADO et al., 2008), o processo de obtencao dos polissacarideos solluveis por via
enzimatica ainda € pouco explorado. Mahammad et al (2007) estudaram a hidrélise de GMs

e identificaram trés enzimas atuando em sinergia na reacdo: p-manosidase, f-mananase e
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a-galactosidase, que catalisam a hidrolise em trés pontos diferentes da cadeia de GMs.
Conforme mostra a Figura 3-1, a primeira enzima atua nas ligagbes nao redutoras 3-1,4 da
cadeia de manose, enquanto que a segunda atua nas ligagdes B-1,4 no interior da cadeia de
manose e a terceira atua nas ligagdes o-1,6 entre manose e galactose (MAHAMMAD et al.,
2007).

Para a hidrolise enzimatica dos AGs por hidrélise enzimética, foram identificadas
enzimas denominadas galactanases, que atuam nas ligacbes entre as galactoses na

estrutura principal deste polissacarideo, cuja atividade € encontrada em enzimas

pectinoliticas comerciais (LUONTERI et al., 2003).

a-Galp a-Galp
1 Ligacao o-1,6 1

6 6
Manp-(1— 4)- B-Manp-(1— 4)- B- Manp-(1— 4)- - Manp-(1—

Terminal ndo redutor

ligacdo p-1,4 Ligac&o p-1,4

Figura 3-1: Estrutura de GM mostrando a ligacdo «-1,6 hidrolisada pela o-
galactosidase, a ligacéo B-1,4 no interior da cadeia hidrolisada pela f-mananase e a
ligacdo p-1,4 ndo redutora hidrolisada pela p-manosidase.; p: piranose
(MAHAMMAD et al., 2007).

Ja de acordo com Kasai e colaboradores (2006) que estudaram a composi¢édo da parede
celular do café torrado, devido a presenca de celulose entrelacada aos AGs e GMs, é
recomendavel o uso de enzimas com atividade de celulases e B-glucanases para facilitar o
acesso aos substratos das enzimas p-manosidase, B-mananase, o-galactosidase e
galactanases, potencializando a solubilizac&o dos carboidratos presentes.

Este trabalho teve como objetivos caracterizar preparados enzimaticos comerciais
guanto a atividade das principais enzimas envolvidas na hidrélise dos polissacarideos
presentes no café torrado e comparar o produto obtido pela hidrolise enziméatica com os

similares obtidos por extracdo e hidrolise térmica.
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3.2 - MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Materiais

a) Café torrado
Utilizaram-se graos de café arabica torrado da marca Café Iguacu Espresso com grau de

torra médio.

b) Preparados enziméticos

Foram avaliados 11 diferentes preparados enzimaticos comerciais como fontes das
principais enzimas que atuam na degradacgéo dos polissacarideos do café, e as atividades
tedricas estdo indicadas (quando declaradas pelo fornecedor por grama ou mL de preparado
enzimatico comercial), sendo: i) Celulases: Celluclast ® 1.5L (Novozymes®) — 700 Endo-
Glucanase Units (EGU)/g, Powercell e Celumax C (Prozyn Biosolutions); ii)
Galactomananases: Galactomananases (HBI Enzymes, Jap&o) — 18000 Ul/g; Cellulax GM-L
(Prozyn Biosolutions) e Rhoapect ® B1-L (AB-Enzymes) — 9600 Polygalacturonase Units
(PGU)/g, iii) p-glucanase: Ultraflo® XL (Novozymes®) — 45 Fungal Beta-Glucanase (FBG)/g,
iv) galactanases (pectinases): Viscozyme® L — 100 FBG/g, Pectinex® Ultra Clear — 7900
PGU/mL , Pectinex® Ultra SP-L — 95500 PGU/mL e Ultrazym® AFP L. Os preparados foram
caracterizados em termos das atividades em celulases, galactomananases, p-glucanases e

galactanases de acordo com a metodologia descrita a seguir.

3.2.2 - Métodos Analiticos

Determinacédo das atividades enziméticas

Todos os preparados enziméticos foram caracterizados em termos das atividades
presentes de acordo com as seguintes metodologias: i) celulases: atividade medida pelo
método da IUPAC (GHOSE, 1987), utilizando como substratos papel de filtro (Whatman n°1)
e celobiose (Sigma-Aldrich); ii) galactomananases: atividade determinada pelo método das

velocidades iniciais, utilizando como substrato solu¢cdo 0,5% de goma locusta (Sigma) em
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tamp&o citrato 50 mM com pH 5,0 a 50 °C (DELGADO et al., 2008); iii) p-glucanase:

atividade quantificada pelo método das velocidades iniciais, utilizando como substrato
solucéo 1% de B-glucano de cevada (Fluka) em tamp&o citrato 50 mM com pH 5,0 a 50 °C
(YANG et al., 2008); iv) galactanases: atividade quantificada pelo método das velocidades
iniciais, utilizando como substrato solu¢cdo de goma aradbica (Sigma-Aldrich) 1,0% em

tamp&o citrato 50mM com pH 5,0 a 50 °C (MAHENDRAN et al., 2008).

Determinag&o de umidade

A umidade dos materiais solidos utilizados e produzidos nos experimentos foram
determinadas em sistema de aquecimento por lAmpada de halogéneo (Mettler Toledo,
HB43-S Halogen), com calibracdo para reproduzir os resultados do método ISO 3726

(1983).

Fracdo massica de sdlidos sollveis

A fracdo massica de solidos solUveis nos produtos obtidos por extracdo e hidrélise
térmicas foi determinada a partir da leitura do °Brix empregando refratdmetro (Atago® — RX-
5000) com ajuste automético da temperatura da amostra para 25 °C. Os valores lidos foram
convertidos em fracdo massica de solidos sollveis utilizando tabela de conversao

apresentada por Sivietz & Desrosier (1979).

Andlise de carboidratos

Os carboidratos extraidos foram quantificados como acucares solaveis livres e totais por
HPAEC-PAD (High Performace Anion Exchange Cromatography — Pulsed Amperometric
Detector), utilizando o método ISO 11292 (15/06/1995). Para a determinacéo dos acucares
livres, 300 mg das amostras foram dissolvida em baléo volumétrico com &gua deionizada
até o volume de 100 mL, filtradas em coluna C 18 (Millipore®) e 20 puL de cada amostra
foram injetada no cromatégrafo. Para a determinacédo dos acUcares totais, 300 mg amostras

foram previamente submetidas a hidrélise em 50 mL de HCI 1,0 M a 98 °c por 2,5 horas (em
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frasco fechado) e entdo analisadas da mesma forma que os aclUcares livres. A
concentracd@o de polissacarideos solubilizados foi estimada em termos de acUcares sollveis
nao livres, obtidos a partir da diferenca entre os valores correspondentes as concentracdes
de acUcares sollveis livres e totais.

As condi¢cBes cromatogréficas utilizadas sdo as seguintes: eluente A: agua ultra pura
Milli-Q (18MQ/cm); eluente B: hidréxido de sodio 300 mM; injecdo: 20 uL; vazado: 1 mL/min.;
pressdo da bomba quaternaria: ~ 1300 psi (89,63 bar); solugdo pos-coluna: vazao 0,6
mL/min para que o pH se estabilize entre 12,5 e 13,0; aquisicdo de dados: corrida isocratica
com eluente A (0 a 50 minutos); Etapa de Limpeza com eluente B (50,1 a 65 minutos);

reequilibrio da coluna de 65,10 a 80 minutos com eluente A.

Andlise de compostos aromaticos extraidos

Os compostos acetaldeido, furfural e 5-hidréxi-metil-furfural (5-HMF) foram quantificados
em uma solucdo contendo 3,0% (m/m) de material extraido por HS-SPME-GC-MS (Head
Space — Solid Phase Micro Extraction — Gas Cromatography — Mass Spectrometry) da
seguinte forma (VIEGAS & BASSOLI, 2007).

a) Extracdo dos Volateis (HS-SPME): 1,0 mL da solucao de café foi introduzida em vial
de cromatografia (Agilent 20 mL) que foi selado com septo de silicone. Entdo a
microfibra foi introduzida através do septo e o frasco foi mantido a 70 °C por 30
minutos, entdo o septo é introduzido no injetor do cromatografo.

b) Condi¢cdes do cromatégrafo (GC-MS): Coluna HP INNOVAX (60 m x 320 um x 0,25
um), o injetor operou em modo splitless com temperatura de 250 °C e o forno com
temperatura inicial de 40 °C (5 min), 40 a 60 °C 4 °C/min (5 min) e 60 a 250 °C 8
°C/min (3 min). O gés de arraste hélio manteve fluxo constante de 1,2 mL/min. O
detector operou nas seguintes condi¢des: energia de ionizacdo: 70 eV, temperatura
de interface: 280 °C, temperatura de quadripolo: 150 °C, temperatura de fonte de

fons: 230 °C.
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Procedimento Experimental

A matéria-prima café arabica torrado foi inicialmente submetida a extracdo térmica dos
componentes sollveis, gerando o extrato aromatico (EA). A fase sélida resultante desse
procedimento (residuo da extracdo - RE), contendo ainda alto teor de carboidratos ndo
solubilizados, foi entdo utilizada para a obtencdo dos produtos via hidrélise enzimatica
(CHE) e hidrdlise térmica convencional (CHT). A Figura 3-2 mostra esquematicamente o
procedimento experimental adotado. As condicbes empregadas em cada etapa s&o

descritas a seguir.

l Café Torrado (CT)

Moinho
l Café moido Preparados
Enzimaticos
Agua 125°C —»| Extragio — Extrato l
Aromatico (EA) )
Residuo Extrac3o (RE) Hidrdlise Re5|fjuo
¢ » Moinho Residuo= Enzimatica Hi(flrollis?e
. " Enzimatica
Agua Hidrdlise R.ESISjL',IO extragao J (RHE)
180°C *| Térmica [—* Hidrolise moido e Hidrelise
¢ T?F;:‘_:_ja (REfind)  Enzimatica (CHE)

Café Hidrdlise
Térmica (CHT)

Figura 3-2: Fluxograma de obtencdo de café sollvel pelos processos de extracéo,
hidrélise térmica e enzimatica.

Extracdo térmica dos materiais soluveis do café

Os graos de café torrado (CT), previamente moidos em particulas de tamanho entre 0,5
e 2,0 mm, foram submetidos a processo de extracdo em sistema contracorrente (escala
piloto), dotado de trés colunas extratoras com filtro na saida, utilizando agua de alimentacao
a 125 °C, com um fator de extracdo 2,0 (2,0 kg de extrato para 1,0 kg de café alimentado), e
tempo entre os ciclos de 30 minutos. O extrato produzido (extrato aromatico-EA) foi
imediatamente resfriado a 25°C e analisado em termos de composicdo em carboidratos e
volateis. O extrato foi liofilizado e o rendimento (R) do processo foi calculado de acordo com

a equacao 3.1.
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m
R=—2 100 (3.1
mcr

onde: my, € a massa de sélidos sollveis obtida e m.r € a massa inicial de café (CT)

processado, em base seca. O valor de m foi determinado pela equagéo 3.2:

MEgy-XEA

100 (3.2)

Mgs =
onde mg, — massa de EA (g, em base seca), xp4 — fracdo massica de sélidos solaveis (em
%).

O residuo da extracdo (RE) foi submetido a hidrélise térmica ou hidrélise enzimatica,

cujas condi¢des séo detalhadas a seguir.

Hidrdélise térmica

O residuo RE foi transferido para colunas extratoras e hidrolisado termicamente em
sistema contracorrente (escala piloto) contendo 4 colunas, dotadas de filtro na saida,
utilizando agua de alimentacdo a 180 °C, com um fator de extracdo 7,0 (7,0 kg de extrato
para 1,0 kg de café alimentado), e tempo entre ciclos de extracao de 30 minutos. O produto
contendo os componentes solubilizados, café solivel hidrélise térmica (CHT), foi
imediatamente resfriado a 25 °C e submetido &s mesmas andlises ja& mencionadas
anteriormente para o para o produto EA. O produto obtido foi ainda liofilizado e o
rendimento foi calculado (Eq. 1). A massa de sdlidos sollveis (mgs) foi determinada de
maneira analoga a expressa pela Eq. 2, substituindo-se mg, € xz4 pela massa de CHT

(mcyr) € sua fracdo méssica em solidos soluveis (xqyr) correspondente.

Hidrélise Enzimatica

O residuo RE (Figura 3-2) foi seco em estufa a 60 °C até atingir umidade inferior a 3,0%
(m/m), resfriado a temperatura ambiente, processado em moinho de laboratério refrigerado
a 5 °C (IKA® - modelo A10) e peneirado para obtencéo de particulas menores que 500 um

(REfino). A hidrélise enziméatica foi conduzida em microreator de 250 mL, contendo 20 g de
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REsn, € 200 mL de tampéo citrato (50 mM, pH 5,0), sob agitacdo mecanica de 350 RPM

(Agitador Tecnal TE-139), a 50 °C. A hidrélise foi iniciada com a adi¢cdo dos preparados
enzimaticos que apresentaram maiores atividades em celulases, galactomananase e f3-
glucanase, previamente selecionados (através da medida de atividade). O volume
adicionado foi calculado para obter concentracédo dos preparados enzimaticos selecionados
no meio de reagdo de 0,06% de galactomananase, 0,06% de celulase e 0,06% de B-
glucanase (massa de enzima por massa de substrato em base seca). Essas porcentagens
foram definidas de acordo com as recomendacdes técnicas dos fornecedores dos
preparados enzimaticos.

Os experimentos (em duplicata) foram conduzidos por 71 horas e o progresso de
hidrdlise foi acompanhado pela liberacdo de aglcares redutores, cuja curva de calibracao foi
construida com a manose, pelo método DNS (Muller, 1959). A reacéo foi interrompida por
resfriamento a 5 °C e o contetdo do reator foi centrifugado a 3000 RPM por 20 minutos.
Para a obtencdo do produto café soltvel hidrélise enzimatica (CHE), o sobrenadante foi
liofilizado e também caracterizado em termos de composi¢cao em carboidratos e volateis. O
rendimento do processo foi calculado pela equacédo 3.1, sendo a massa de sélidos soluveis

(mgs) igual a massa obtida apds a liofilizacdo em base seca.

Anélise Estatistica

Os produtos obtidos a partir dos diferentes tratamentos empregados foram comparados
em termos de composicdo nos principais carboidratos (arabinose, glicose, galactose e
manose) e nos compostos aromaticos, utilizando-se o teste de Tukey (BOX; HUNTER,;
HUNTER, 1978) com p < 0,05. O tratamento estatistico realizado no software STATISTICA
7.1 (STATSOFT INC, 2005), para analises em triplicata e as variacdes expressas com

intervalo de confianca (IC) de 95%.
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3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecédo dos preparados enzimaticos comerciais

As atividades em celulases dos preparados enziméticos comerciais contendo enzimas
celuloliticas sdo apresentadas na tabela 3.1. Ja a tabela 3.2 mostra as atividades medidas
para as enzimas galactomananase, B-glucanase e galactanase nos demais preparados

enzimaticos.

Tabela 3.1:Atividades em celulases nos 3 preparados enziméticos celuloliticos (por g ou mL
dos preparados enzimaticos comerciais).

PREPARADO PAPEL DE FILTRO CELOBIOSE

Powercell 463+15 FPU/g 1297 £ 182 Ul/g
Celumax C 3007 FPU/g 512 +25 Ul/g
Celluclast 1.5 L 108 + 13 FPU/mL 13+1 Ul/mL

Média + IC (95%) para n=3

Verifica-se na Tabela 3.1 que o preparado Powercell apresenta maior atividade em
celulases, tanto no substrato papel de filtro como em celobiose. Adriano (2008) determinou
atividade da Celluclast 1.5 L utilizando a mesma metodologia e obteve valores similares

(110,4 + 0,5 FPU/mL).

Tabela 3.2: Atividades em galactomananases, B-glucanases e galactanases avaliadas em 8
preparados enzimaticos comerciais.

ATIVIDADE PRINCIPAL PREPARADO ATIVIDADE
Galactomananase Galactomananase-HBI 18554 + 564 Ul/g
Cellulax GM-L 51+8 Ul/g
Rhoapect B1-L 8+2 Ul/mL
B-Glucanase Ultraflo XL 1028 + 12 Ul/g
Galactanases Viscozyme L 4,0+ 0,3 Ul/g
Pectnex Ultra Clear ND
Pectnex Ultra SP-L ND
Ultrazym AFP L ND

ND — N&ao detectado

Na Tabela 3.2, observa-se que o preparado com maior atividade de galactomananase é

0 produzido pela HBI Enzymes, enquanto o preparado Ultraflo XL possui atividade
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expressiva de B-glucanase. J& para as galactanases somente o preparado Viscozyme L
apresentou atividade, porém muito pequena, inviabilizando sua utilizagao.

Comparando os valores apresentados na Tabela 3.2 com as poucas informacdes
disponiveis na literatura, constata-se que a atividade em galactomananase presente no
preparado comercial Rhoapect B1-L foi inferior ao valor de 32,8 Ul/mL determinado por
Delgado et al. (2008), utilizando a mesma metodologia. O produto Rhoapect B1-L apresenta
atividade principal em pectinase, sendo a atividade em galactomananase secundaria,
podendo variar significativamente de lote para lote (comunicacao pessoal, AB-Enzymes).

Diante dos resultados obtidos, o pool de enzimas utilizado no processo de hidrolise
enzimatica foi constituido pelos preparados enzimaticos Powercell, Galactomananase HBI

Enzymes e Ultraflo XL.

Caracterizagdo dos produtos obtidos por extragdo térmica e hidrélise térmica

As caracteristicas dos produtos EA e CHT, obtidos respectivamente por extracdo e
hidrélise térmica (Figura 3.2), em termos de acUcares livres sao apresentadas na Tabela
3.3. Nota-se que os tratamentos térmicos ndo contribuem para a formagdo de agucares
livres, cujas concentracBes totais atingem 1,0 e 3,65 % para os produtos EA e CHT,

respectivamente.

Tabela 3.3: Concentragdo em acucares livres do extrato aromatico (EA) e dos
produtos obtidos por hidrolise térmica (CHT) e enzimatica (CHE).

Acucares Livres EA (%) CHT (%) CHE* (%)
Manitol 0,09 + 0,02 0,01 + 0,00 ND
Fucose 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 ND
Arabinose 0,25+ 0,07 2 2,34+0,51° 1,58 + 0,10 ¢
Galactose 0,04 + 0,012 0,59+0,12° 0,47 +0,02°
Glicose 0,03+0,022 0,09+ 0,02° 2,82+0,03°¢
Sacarose 0,45 + 0,06 0,02 £ 0,01 ND
Manose 0,04 + 0,00 2 0,38+0,10° 7,24+0,31°
Frutose 0,18 + 0,02 0,17 + 0,05 0,05 + 0,03
Ribose ND 0,07 + 0,03 0,04 + 0,02
Total 1,0+0,1% 3,65+ 0,83° 12,20+ 1,24 ¢

ND: ndo detectado. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). * Referente ao hidrolisado obtido ao final de 71 h de reacéo.
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A Tabela 3.4 mostra as concentracfes de acUcares totais, onde se destacam a alta
concentracdo de galactose no CHT que, juntamente com a manose e a arabinose, contribui
para a obtencao de um produto contendo 36 % de acucares totais. Esse resultado comprova
a alta eficiéncia da hidrdlise térmica na solubilizacdo de carboidratos.

Leloup e Liardon (1993) caracterizaram o0s acucares totais de café arabica extraido a 95
°C encontrando um valor de aproximadamente 7,0%, que é similar ao resultado obtido no
EA (125 °C). Os mesmos autores também analisaram a composicdo em aclcares totais de
café arébica submetido & extragdo e hidrolise térmica a 180 °C, obtendo um produto
contendo aproximadamente 20 % em acUcares totais, que é um valor intermediario entre as

guantidades de acgucares totais do EA e CHT que foram extraidos separadamente.

Tabela 3.4: Concentragdo em agUcares totais para o extrato aromatico (EA) e os
produtos obtidos por hidrolise térmica (CHT) e enzimatica (CHE).

Acucares totais (%) EA CHT CHE’
Manitol 0,09 + 0,02 0,11 + 0,02 ND
Fucose 0,02 + 0,01 0,19 + 0,05 ND
Arabinose 3,05+0,53%2 4,64 +0,04° 2,69+0,61°
Galactose 2,60+0,44°2 20,11 +2,34° 7,20+0,12°¢
Glicose 1,53+ 0,042 0,73+0,11° 255+0,22°
Manose 0,86 + 0,28 2 10,41+ 0,82 ° 8,03+0,03°
Total 8,15+1,18 2 36,19+ 3,20 ° 21,37 +2,54°¢

ND: ndo detectado. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). * Referente ao hidrolisado obtido ao final
de 71 h de reagéo.

Conforme mostra a Tabela 3.5, arabinose, galactose e glicose s&o os principais
constituintes dos oligossacarideos presentes no EA, enquanto que carboidratos contendo
galactose e manose predominam no CHT. A alta fragdo de carboidratos na forma néo livre
(total) presentes no CHT indica que o tratamento por hidrélise térmica é efetivo na liberacao

de biopolimeros de massa molecular superior.
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Tabela 3.5: Concentracdo de acUcares nao livres para o extrato aromatico (EA) e os
produtos obtidos por hidrolise térmica (CHT) e enzimatica (CHE).

Aclcares N&o Livres EA (%) CHT (%) CHE* (%)
Manitol ND 0,10 + 0,02 ND
Fucose ND 0,17 £ 0,05 ND
Arabinose 2,80+0,53%2 2,29+0,42°2 1,11+0,61°
Galactose 2,56 + 0,44 2 19,53 +2,48° 6,73+0,12°¢
Glicose 1,50 + 0,04 2 0,64 +0,11° 0,27 +0,22 ¢
Manose 0,82 + 0,282 10,10+ 0,82 ° 1,69 +0,92°
Total 7,68+1,18° 32,83+3,20°" 9,80 +2,83°

ND: ndo detectado. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). * Referente ao hidrolisado obtido ao final de 71 h de reagéo.

A comparacdo dos produtos EA e CHT em termos de composicdo em acucares livres
(Tabela 3.3), totais (Tabela 3.4) e néo livres (Tabela 3.5) por meio do teste de Tukey
confirma que ambos séo estatisticamente distintos. Em todas as composi¢cfes apresentadas
(Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5), galactose, manose, glicose e arabinose se destacam como
principais componentes, refletindo a constituicdo dos trés principais biopolimeros presentes
na estrutura do café (OOSTERVELD et al., 2003). Porém, a quantidade de produto obtido e
a composicdo do mesmo em termos dos acUcares presentes sdo diretamente influenciadas
pelos tratamentos empregados. A Ultima linha da Tabela 3.5 mostra que as condic6es mais
amenas empregadas no processo de extragdo térmica levam a uma recuperagédo de 75 %
em oligossacarideos soliveis em relacdo a hidrélise térmica. Nota-se ainda que
oligossacarideos contendo manose s6 sdo eficientemente produzidos nas condi¢fes de alta
temperatura empregadas na hidrélise térmica, estando em concordancia com Leloup e
Liardon (1993), mostrando a dificuldade de solubilizar os GMs em temperaturas amenas por
processo térmico.

Os rendimentos dos processos extracao, hidrélise térmica e hidrélise enzimatica,

calculados pelas equacdes 1 e 2, sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 3.6: Rendimentos das etapas Extracao, Hidrélise Térmica e Hidrolise Enzimética, calculados
pelas Eq. 1 e 2.

Etapa mcr (9) Mea (9) Xea (%0) Mss(9) R (%)
Extracao 2.100+1 4400+1 9,55+ 0,02 420+ 1 20+1
Hidrolise Térmica 2.100+1 15.400 + 2 3,84 +0,02 591 +2 28+ 2
Hidrolise Enzimatica 23,83 +0,01 438+0,01 18,4+0,0

Mct: Massa de café torrado em base seca, mga: massa de extrato em cada etapa, Xga: fracdo
massica em solidos solUveis, R: rendimento.
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Em consequéncia da alta eficiéncia na solubilizacdo de oligossacarideos, o processo
de hidrélise térmica (180 °C) apresentou o maior valor de rendimento, 40% superior ao
observado para a extracdo térmica a 125 °C (Tabela 3.6). E importante destacar, no
entanto, que a massa de oligossacarideos solUveis contribui parcialmente para a massa de
sélidos solaveis presente no EA, o qual contém ainda cafeina, proteinas, melanoidinas,
acidos orgéanicos e outros compostos soluveis extraidos nesta etapa (ARYA & RAO, 2007),
também quantificados como “mgs” no calculo do rendimento pela Eq. 1. Em termos de
rendimento global (soma dos rendimentos da extracdo e da hidrélise térmica) alcangou-se
48%, valor idéntico ao estabelecido para o processo de producéo de café solivel Gea-Niro
(2013) a partir do café arabica.

Finalizando a comparacao entre os produtos obtidos por extracdo e hidrélise térmica,
como esperado, verifica-se que a presenca de compostos volateis indesejaveis foi
significativamente superior no produto CHT obtido pelo processo de hidrélise térmica,

conforme mostra a tabela 3.7.

Tabela 3.7: Concentracdo de volateis, em ppb, no extrato aromatico (EA) e nos produtos
obtidos por hidrélise térmica (CHT) e enzimatica (CHE).

Compostos EA CHT CHE*
Acetaldeido (ppb) 5.533+221° 14.733 + 453 ° 1.833+52°
Furfural (ppb) 24.133 +£482°% 48.900 + 733 ° 167 +27°
5 — HMF (ppb) 667 +£26 ¢ 2.667 + 105" ND

ND: ndo detectado - Médias seguidas de letras distintas ha mesma linha diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). * Referente ao hidrolisado obtido ao final de 71 h de reacéo.

Caracterizacdo do produto obtido por hidrélise enzimatica

O tratamento enzimatico para promover a hidrélise dos polissacarideos que
constituem o residuo do processo de extracdo térmica (Figura 3.2) é avaliado nesta secéo.
O perfil de produgdo de acgucares redutores com o tempo, resultante da acdo do pool de
enzimas selecionadas durante a reacdo de hidrélise, é apresentado na Figura 3.3. Nas
Tabelas 3.3, 3.4, 3.5 e 3.7 foram incluidas também as concentragBes de agucares livres,

acucares totais, acucares ndo livres e volateis no produto CHE, respectivamente.
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Observa-se na Figura 3-3 que cerca de 70 % dos acucares redutores sao liberados nas
primeiras 25 horas de reacdo. O aumento na concentracdo de agucares redutores pode ser
atribuido tanto a liberacdo de acUcares resultante da acéo direta das enzimas na cadeia dos
biopolimeros da fracdo sélida como a hidrolise dos oligossacarideos solubilizados pela acdo
enzimética. O perfil de producéo de oligossacarideos sollveis ao longo do tempo é uma
questdo importante para a otimizacao do processo de hidrélise enzimatica e requer estudos

mais aprofundados.

Acucar Redutor (mg/mL)

o+
o 10 20 30 40 50 60 70

tempo (horas)

Figura 3-3: Producdo de acUcares redutores com o tempo durante hidrélise enzimatica
realizada a 50 °C, pH 5,0, pelo pool de preparados enzimaticos comerciais Powercell,
Galactomananase HBI Enzymes e Ultraflo® XL.

A concentracdo de acuUcares livres no produto final obtido por hidrélise enzimatica
(Tabela 3.3) mostra que foi produzido 7,24% de manose (contra 0,38 % de manose pela
hidrélise térmica), o que confirma a atividade de endo-B-1,4-mananase nos preparados
enzimaticos utilizados. Da mesma forma, a recuperacdo de glicose como acucar livre
também foi significativamente maior na hidrélise enzimética (2,82%) do que na hidrélise
térmica (0,09%). A maior presenca de glicose no CHE esta relacionada a agdo de B-

glicosidase (presente no preparado Powecell) ou ainda a agcdo da enzima B-glucanase

(presente no preparado comercial Ultraflo® XL).
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Embora arabinose, galactose, glicose e manose estejam presentes na composi¢cao
em acucares totais do CHE (Tabela 3.4), manose, galactose e arabinose predominam como
constituintes dos oligossacarideos obtidos por hidrélise enziméatica, totalizando 97 % do total
de agucares néo livres (Tabela 3.5). Comparando com o produto CHT, a concentracao dos
acucares nao livre arabinose, glicose e galactose no produto CHE é aproximadamente 60 %
inferiores. Para a manose, a concentracdo em acucar nao livre no CHE é menos de 20% da
correspondente no CHT. Consequentemente, a concentracdo de oligossacarideos soluveis
no CHE, expressa como o total de acucares nao livres na Tabela 3.5, é cerca de um terco
do valor obtido para o CHT. E importante ressaltar que o produto CHE, cuja composic&o
esta caracterizada nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5, corresponde ao obtido ao final de 71 h de
hidrélise enzimatica. Portanto, conforme j& mencionado anteriormente, as enzimas
presentes atuaram tanto nos biopolimeros como nos oligossacarideos solubilizados,
resultando em um produto diferenciado, contendo 55 % dos agucares na forma livre e 45 %
na forma de oligossacarideos. Para os produtos CHT e EA, apenas 10 % dos acucares

presentes nos produtos finais estdo na forma livre.

O maior teor de monossacarideos presentes no CHE confere caracteristicas desejaveis
ao produto final, como a intensificacdo do sabor doce e a solubilizagdo mais rapida. Por
outro lado, acucares livres sdo mais higroscopicos e sua presenga pode favorecer a
contaminacdo por microrganismos, fatores que podem alterar o prazo de validade do
produto. J4 a presenca de GMs de maior massa molecular pode causar aumento de
viscosidade, o que dificulta a etapa de concentracdo conduzida nos evaporadores. Da
mesma maneira, no extrato de café comercializado na forma congelada, a menor
solubilidade dos oligossacarideos de cadeia longa leva a formagdo de sedimento,
comprometendo a qualidade do produto (DELGADO et al., 2008). Assim, a configuracdo do
mix de acucares livres e oligossacarideos variam de acordo com o tipo de produto que se

deseja produzir. Ao contrario do processo convencional, 0 processo enzimatico é versatil: o

tempo de hidrélise e a composi¢do do pool de preparados enzimaticos empregado podem
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ser manipulados, facilitando os ajustes necessarios para a obtencdo de produtos

diferenciados.

Quanto ao rendimento do processo enzimatico, devido a alta producdo de agucares
totais, cuja soma resulta em concentracdo de 22 % (Tabela 3.4), foi alcancado o valor de
18,4% em relacdo ao café torrado (Tabela 3.6), correspondendo a um rendimento global de
38,4 %. O rendimento na etapa de hidrélise (18,4%) é similar ao da extracdo térmica e
refor¢ca o potencial do processo enzimatico para a producao de café sollvel. O hidrolisado
obtido enzimaticamente destaca-se ainda pelas reduzidas concentracBes de acetaldeido,
furfural e 5-HMF presentes, cujos valores sdo inferiores aos obtidos até mesmo para o

extrato aromatico (Tabela 3.7).

3.4 - CONCLUSOES

As novas tecnologias industriais tém procurado incorporar os principios da Quimica
Verde, com reducdo da geracao de substéancias prejudiciais ao ambiente e do consumo de
energia. O café sollvel disponivel no mercado atualmente é obtido pelo processo Gea-Niro,
no qual o rendimento € maximizado a custa de intenso consumo de energia e da
degradacédo dos acucares presentes.

Entre os preparados enzimaticos comerciais testados que possuem atividade para
hidrolisar os polissacarideos do café destacaram-se: Powercell (Prozyn), Galactomananase
(HBI-Enzymes) e Ultraflo® XL (Novozymes®) por possuirem maior atividade enzimatica para
0s substratos que desejamos hidrolisar.

Neste trabalho, a comparacdo dos produtos obtidos pelo processo tradicional e por
hidrélise enzimética do café mostrou que, além do rendimento, a composicdo do material
solubilizado é influenciada pelo processo empregado.

O produto CHT, assim como o café soluvel comercializado, apresenta composi¢ao rica
em carboidratos de alta massa molecular (agclcares nao livres), que favorecem a reducao da

adsorcdo de agua pelo produto, que é uma caracteristica desejada em café soluvel. Ja o
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produto CHE, obtido enzimaticamente, diferenciou-se dos produzidos pelo processo
convencional principalmente por possuir baixas concentragdes em volateis indesejados e
maiores concentracdes em acucares livres. A primeira propriedade, consequéncia da baixa
temperatura empregada na hidrélise enzimética, € uma caracteristica altamente valorizada

no café sollvel, por impactar diretamente na qualidade do produto.
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4 - Producao de Café Soluvel auxiliada por Enzimas

RESUMO

Para a producéo de café solavel, o café torrado é primeiramente submetido ao processo de
extracdo a 125 °C para obter o extrato de café aromatico, seguido de hidrélise térmica a 180
°C do café n&o solubilizado. Este segundo processo contribui para elevar o consumo de
energia e formacdo de compostos quimicos indesejados que impactam negativamente na
gqualidade final do produto. Neste trabalho, a hidrélise enzimética do café néo extraido foi
avaliada como alternativa a hidrolise térmica. Experimentos foram realizados em pH 5,0 e
temperatura de 50 °C, utilizando os preparados enzimaticos comerciais Powercell (Prozyn),
Galactomananase (HBI-Enzymes) e Ultrafo® XL (Novozymes®). Utilizou-se a metodologia
do planejamento fatorial completo em dois niveis, para determinar o efeito de cada
preparado enzimatico na hidrélise dos polissacarideos do café torrado ndo solubilizado na
extragdo. = Os produtos Powercell e Galactomananase apresentaram contribuicdes
significativas (p < 0,10) para a hidrélise dos polissacarideos, sendo o rendimento da melhor
condicdo de hidrélise enzimatica de 22,3%, com reducdo em 10 vezes na formacédo de

volateis indesejados.

Palavras chaves: café soluvel, extracdo de carboidratos, hidrélise enziméatica.

4.1. INTRODUCAO

O café soluvel tem importante participacdo na pauta de exportacdo de paises como
Brasil, Colémbia, México, Vietna e india, totalizando exportaces de 1,8 bilhdes de ddlares
em 2011 (ICO, 2013). O café soluvel pode ser produzido a partir das duas principais
variedades de café cultivadas, o Coffea arabica (arabica) e o Coffea canephora (robusta),
que correspondem a aproximadamente 70 e 30 % da producdo mundial, respectivamente.

As variedades de café citadas apresentam composi¢cdo em carboidratos semelhante, sendo
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para o café torrado (m/m): 48,1% de carboidratos, 15,9% de lipideos, 6,8% de proteinas e
29,2% de outros compostos (OOSTERVALD et al, 2003).

As condicbes de torra degradam os carboidratos de menor massa molecular,
restando os polissacarideos de maior massa molecular para serem extraidos por percolacao
com agua quente. De acordo com Arya e Rao (2007), esses polissacarideos estdo
presentes na estrutura de trés biopolimeros (galactomananos - GMs, arabinogalactanos -
AGs e celulose), sendo constituidos pelos seguintes componentes (em base molar): 51% de
manose, 21% de galactose, 16% de glicose, 6% de arabinose, 4% de acido urénico e 1% de
ramnose (OOSTERVALD et al, 2003).

As condi¢cbes empregadas para obter os constituintes do café torrado na forma de
sélidos soluveis sao definidas em funcdo da dificuldade em quebrar a estrutura dos
biopolimeros AGs e GMs. Por outro lado, determinam o rendimento do processo assim
como caracteristicas dos polissacarideos extraidos e, consequemente, a qualidade do café
soluvel. Os AGs sdo polimeros extremamente heterogéneos e estdo associados com
proteinas. Como mostra a Figura 4-1, sua cadeia principal € formada por ligacdes
glicosidicas entre o carbono 1 de uma galactose e o carbono 3 da galactose vizinha,
gerando um polimero [Galp-(1->3)],, com ramificaces laterais do carbono 6 da galactose da
cadeia principal com o carbono 1 de outra galactose, apresentando assim cadeia secundaria
com ligacdes [Galp-(1-2>6)].. Essas cadeias secundarias podem ainda estar ligadas a outras
galactoses, ou a arabinoses que geralmente estdo na parte final da cadeia polimérica
(REDGWELL et al, 2002). A estrutura dos GMs, representada na Figura 4-2, é
aparentemente mais simples. Sua cadeia principal é constituida por moléculas de manose
unidas por ligacdes glicosidicas B-(1->4), com ramificacbes laterais com a galactose por
ligacdes glicosidicas a-(1->6), sendo que a razdo entre manose e galactose varia nos

diversos biopolimeros encontrados na natureza (MOREIRA & FILHO, 2008).
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Galp
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-Galp-(1—3)-Galp-(1—3)-Galp-(1—>3)-

Figura 4-1:Estrutura simplificada dos AGS  Figura 4-2: Estrutura simplificada dos GMs

A massa molecular dos AGs extraidos do café torrado esté na faixa de 200 a 50.000
Da com um grau de substituicdo de 1 arabinose para 12 galactoses no polimero, o que
permite uma boa recuperagdo em temperaturas préximas a 100 °C. Ja a massa molecular
dos GMs extraidos do café esta na faixa de 200 a 80.000 Da, requerendo condi¢des severas
(180 °C) para promover a hidrélise do material e recuperacdo eficiente (LELOUP &
LIARDON, 1993). A diferenca nas condi¢des de extracdo dos biopolimeros esta relacionada
a estrutura da parede celular do café, a qual é composta por quatro camadas, na seguinte
sequéncia da externa para a interna: camada rica em AGs associados com proteinas,
celulose rica em GMs, AGs associados com proteinas e na camada interna, GMs
associados com celulose (KASAI et al, 2006).

Em processos industriais de producdo de café solivel, o café torrado é
primeiramente submetido a extracdo com agua a 125 °C para obtencdo da fracédo soltvel
denominada extrato aromatico. O material ndo solubilizado segue entdo para a segunda
etapa, conduzida com &gua a 180 °C, obtendo-se extrato de café hidrolisado termicamente.
O rendimento global deste processo, considerando as duas etapas, € de 48% para o café
arabica e 54% para o café robusta (GEA-NIRO, 2012). A principal vantagem deste processo
é o alto rendimento. No entanto, ele apresenta um elevado consumo de energia e favorece a
formacdo de compostos indesejaveis, provenientes da degradacdo de carboidratos, tais
como furfural, 5-hidroxi-metil-furfural (5-HMF) e acetaldeido, devido a alta temperatura

empregada na etapa de hidrélise térmica (DE MARIA et al, 1994).
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Embora industrialmente a producdo de café solUvel ocorra exclusivamente pelo
processo térmico, 0 processo enzimatico constitui uma alternativa promissora para a
obtencdo de um produto de melhor qualidade com menor consumo de energia. No processo
enzimatico proposto por Silver e colaboradores (2005), os grdos de café ardbica
previamente extraidos a 85 °C foram submetidos a hidrélise utilizando preparados
comerciais (Mannaway® 25 L da Novozymes® e RS-103 da logen®), que contém enzimas
como celulases, B-manases e B-glucanases, obtendo-se um café soluvel contendo menos
de 250 mg/kg de 5-HMF.

Ja no estudo realizado por Baraldi e colaboradores (2013) com graos de café arabica
torrado, 0os processos de extracdo térmica, hidrolise térmica e enzimética foram
comparados, obtendo-se rendimentos de 20% e 28% para o0s dois primeiros.
Alternativamente, o residuo da etapa de extracdo térmica foi submetido a hidrélise pelos
preparados enzimaticos comerciais Powercell (Prozyn Biosolutions), Galactomananase (HBI
Enzymes-Japdo) e Ultraflo XL (Novozymes®), obtendo-se um rendimento de 18% e um
produto isento de 5-HMF.

A grande heterogeneidade das estruturas presentes nos biopolimeros que compdem
o café justifica a utilizacdo de preparados enzimaticos contendo uma diversidade de
enzimas (celulases, galactomananases, B-glucanases, xilanases, a-galactosidases, o-
arabinosidases, etc) como estratégia para promover a hidrélise das ligacbes e a obtencéo
dos componentes do café sollvel, conforme relatado nos trabalhos de Silver et al. (2005) e
Baraldi et al. (2013). Por outro lado, para a otimizacdo do processo de extracdo enzimatica,
é fundamental identificar a contribuicdo efetiva de cada preparado comercial para a
hidrdlise.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da concentragéo dos
preparados enziméticos comerciais Powercell, Galactomananase e Ultraflo XL, utilizando
como ferramenta o planejamento fatorial completo , juntamente com andlises estatisticas (p

< 0,10) para estabelecer a influéncia dos preparados enzimaticos comerciais na hidrélise
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dos polissacarideos do café e comparar com os resultados obtidos para o extrato aromatico

e o produto obtido por hidrélise térmica.

4.2 - MATERIAIS E METODOS

4.2.1 - Materiais

Café Torrado:
Foram utilizados grdos de café arabica, bebida dura, que foram processados em
torrador batelada (Opus Gourmet, Lilla: Guarulhos, SP, Brasil) com grau de torra 7,5%

(perda de massa em base seca).

Preparados Enziméaticos:

Foram empregados os preparados enzimaticos comerciais Powercell® (Prozyn
Biosolutions), Galactomananase-HBI (HBI Enzymes-Japdo) e Ultraflo® XL (Novozymes®),
apresentando as seguintes atividades principais (Baraldi et al, 2013; reproduzido no Capitulo
3): Powercell — celulase e B-glucosidase; HBI — galactomananase; Ultraflo® XL - B -

glucanase.

4.2.2 -Procedimento experimental

A estratégia experimental adotada para a realizacdo do presente estudo esta
esquematizada na Figura 4.3. O café torrado e moido (CT) foi inicialmente submetido ao
processo de extracdo com agua a 125 °C, gerando como produtos o extrato aromatico (EA)
e residuo da extracdo (RE). Para obtencdo do produto final pelo processo de hidrdlise
térmica, o residuo RE foi hidrolisado termicamente com &gua a 180 °C. As condicBes
empregadas nas etapas de extracdo e hidrélise térmica estdo descritas em detalhes em

Baraldi et al (2013), reproduzido no Capitulo 3.
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Figura 4-3: Fluxograma de obtencdo de café soluvel pelos processos de extracéo,
hidrélise térmica e enzimatica.

Foram executados 11 experimentos de hidrélise enzimética, de acordo com a
metodologia do planejamento fatorial completo a dois niveis e trés repeticdbes no ponto
central (BOX et al, 1978), tendo como variaveis independentes as fracdes massicas dos
produtos Powercell, Ultraflo® XL e Galactomananase (massa de preparado enzimatico /
massa de substrato em base seca), conforme indicado na tabela 4.1, e tendo como variaveis
resposta a concentracdo de acucares livres, aclcares totais e rendimento da etapa. O
conjunto completo de experimentos de hidrélise enzimatica realizados é apresentado na
tabela 4.3, incluindo as respostas avaliadas. Para a execucédo dos experimentos de hidrélise
enzimatica, o residuo RE foi seco em estufa a 60 °C, processado em moinho de laboratério
refrigerado a 5 °C (IKA® - modelo A10) e peneirado para obtencdo de particulas menores
gue 500 um (REjy,,). Todos os ensaios foram conduzidos em micro reator de 250 mL, sob
agitacéo, a 50 °C, com suspensdes contendo 10 g de REj,, para 100 mL de tamp&o citrato
de potéssio (50 mM, pH 5,0), por um periodo de 15 horas, sendo o sistema resfriado a 5 °C
ao final de cada ensaio.

Todos os produtos EA, CHT e CHE obtidos por extracdo térmica, hidrélise térmica e

enzimatica respectivamente, foram liofilizados e armazenados para analises posteriores de
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composicdo em carboidratos e volateis assim como para avaliacdo sensorial. As massas de
material liofilizado obtidas foram ainda empregadas no célculo do rendimento de cada

processo.

Tabela 4.1: Niveis empregados no planejamento experimental e concentracao
correspondente das enzimas (g enzima / g substrato).

) Niveis
Enzimas
-1 0 1
Powercell (%) 0,00 0,06 0,12
Galactomananase (%) 0,02 0,06 0,10
Ultraflo XL (%) 0,00 0,06 0,12

A faixa de concentracdo utilizada (Tabela 4.1) segue o utilizado por Baraldi et al.
(2013) para o nivel zero, e a faixa de trabalho para a Galactomananase (nivel -1) iniciou-se
em 0,02% porque certamente esta enzima € fundamental para hidrolisar os GMs que sao os
principais polissacarideos do café, e evitou-se que exista um experimento sem adi¢do de

enzima (ensaio 1).

4.2.3 —Métodos Analiticos

4.2.3.1- Composic¢do em carboidratos

A composicdo em carboidratos (arabinose, galactose, glicose e manose), como
acucares livres ou totais, foi avaliada nos produtos EA, CHT e CHE por HPLC-PAD,
utilizando o método 1SO 11292 (1995). A converséo dos polissacarideos em agucares livres
foi feita por hidrélise com HCI 1,0 M por 2,5 horas a 98 °C (300 mg de amostra para 50 mL
de HCI). A composicdo em carboidratos dos solidos CT, RE, RHT e RHE (Figura 3.3)
também foram quantificadas como acucares totais por HPAEC-PAD (High Performace Anion
Exchange Cromatography — Pulse Amperometric Detection), apés hidrélise com H,SO, 1,0
M por 2 horas a 110 °C em autoclave (300 mg de amostra e 50 ml de H,SO,) (NATTORP,

2000).
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4.2.3.2- Composicdo em volateis

A presenca dos volateis furfural e 5-HMF nos produtos EA, CHT e CHE foram
guantificados em solucdo na concentracéo 3,0 % (m/m) por HS-SPME-GC-MS (Head Space
— Solid Phase Micro Extraction - Mass Spectrum detection) com coluna HP-INNOVAX

(VIEGAS & BASSOLI, 2007).

4.2.3.3 - Avaliacdo sensorial dos cafés

As amostras liofilizadas do EA e dos hidrolisados CHT e CHE foram solubilizadas
em agua quente (98 °C) na concentracdo de 1,5% (m/m). As bebidas assim produzidas
foram entdo avaliadas por provador de café soltvel treinado & temperatura de 60 °C. A
avaliacdo teve como fundamento o método 1ISO 6564:1985, na qual se realizou uma prova
descritiva das bebidas de café, atribuindo-se notas entre zero (auséncia) e quatro (maximo)
para os sabores doce, amargo, acido e salgado, de acordo com a escala apresentada na
Tabela 4.2. Os valores de referéncia 4 da Tabela 4.2 foram determinados através de uma

analise preliminar das amostras.

Tabela 4.2: Padroes de referéncia utilizados em anélise

REFERENCIAS
SABORES 0 (zero) 4
DOCE agua mineral Sacarose 0,5%
ACIDO agua mineral acido citrico 0,05%
SALGADO agua mineral NaCl 0,1%
AMARGO agua mineral Cafeina 0,20%

4.2.4 - Procedimentos de Célculo

Os rendimentos (R) dos processos de extracdo, hidrélises térmica e enzimética

foram determinados pela equacédo 4.1 em funcéo da massa de sélidos sollveis produzidos.
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R =" x100 (4.1)

mcr
onde: m; é a massa de produto liofilizado e mr € a massa inicial de café (CT) processado,
em base seca.

Além do rendimento, realizou-se o balanco material global e por componente para os
processos estudados, o qual estd representado pela grandeza Recuperacdo (Rec). A
recuperacdo em termos do balanco material global (Recg, Equacdo 4.2) foi baseada nas
massas de sélidos quantificadas (em base seca) no inicio e no final da etapa (i) de extracao,
hidrélise térmica ou enzimatica (Figura 4.3). Analogamente, a recuperacdo em termos do
balango por componente (Rec;, Equagédo 4.3) foi estabelecida em fungdo das massas dos
acucares arabinose, galactose, glicose e manose presentes nos solidos no inicio de cada

etapa e recuperadas nos respectivos produtos.

Recg = =27t 1 100 (4.2)
i=1"in
n U e
Rec; = Z=Xm im0 (4.3)
i=1 MinXj in

onde: m, — massa de sélidos (base seca) no inicio da etapa i (massa de CT para a
extracdo; massa de RE para a hidrélise térmica e REj,, para a enzimatica); m',, — massa de
sélidos (base seca) no final da etapa i (massas de EA e RE para a extracdo; massas de
CHT e RHT para a hidrdlise térmica e massas de CHE e RHE para a hidrélise enzimatica);
X; in — fracdo massica do componente (j) no sélido adicionado no inicio da etapa i; Xj fin —
fracdo massica do componente (j) nos solidos recuperados ao final da etapa i; j — acUcares
arabinose, galactose, glicose ou manose. A determinagéo dos valores de X; i, ou X; finem CT,

RE, RHT, RHE, CHT e CHE foi feita conforme descrito em 4.2.3.1, em aculcares totais.

4.2.5 - Analise Estatistica do Planejamento Fatorial
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Para a estimativa dos efeitos correspondentes a cada fator (concentracdo do
respectivo preparado enzimatico) nas 9 respostas estudadas (rendimento, composicao dos
hidrolisados em manose, glicose, galactose e arabinose livres, composi¢ado dos hidrolisados
em manose, glicose, galactose e arabinose totais), os dados obtidos nos experimentos de
hidrélise enzimatica foram tratados utilizando o software STATISTICA® 7.1 (STATSOFT.
INC., 2005). Para a andlise dos efeitos, foram considerados significativos aqueles que

apresentaram p-valor < 0,1.

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

O desempenho dos diferentes preparados enzimaticos na hidrélise do residuo da
extracdo esta analisado na secdo 4.3.1. Nos demais subitens, o café sollvel produzido
enzimaticamente foi comparado com os produtos EA e CHT, obtidos pelos processos

convencionais, em termos de rendimento, recuperacao e composi¢do em carboidratos.

4.3.1 - Avaliacdo da acéo dos diferentes preparados enziméticos na hidrdlise dos
polissacarideos do café

Os principais resultados dos onze experimentos de hidrélise enzimatica do residuo
da extracdo (RE), executados de acordo com o planejamento fatorial completo proposto, sdo

sintetizados na Tabela 4.3.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 4.3, observa-se que 0s maiores
valores para o rendimento foram obtidos no ensaio 8, no qual todos os preparados
enzimaticos foram adicionados na maior concentracao (nivel +1, Tabela 4.2). J4 os menores
rendimentos (Experimentos 1, 2, 5 e 6) ocorreram em condi¢cfes de baixa concentracéo de

enzimas, especialmente de Powercell.
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Tabela 4.3: Concentra¢fes de preparados enzimaticos (em fracdo massica) empregados nos

ensaios de hidrélise enzimatica e resultados obtidos em termos de rendimento (R) e composi¢cao

dos hidrolisados obtidos em acgucares livres e totais (% m/m).

Variaveis Independentes Varidveis Respostas
Ensaio | Galactoma- | Power- |Ultrafo| R Acucar Livre (%) AcuUcar Total (%)
XL

nanase (%) | cell (%) | (%) (%) |ARA|GAL|GLI [MAN| ARA | GAL | GLI | MAN
1 0,02 0,00 000 | 185 (03 (0,2|05| 29| 26 | 80 | 0,8 55
2 0,10 0,00 000 | 170 | 0,7 |05 |11| 52 | 29 | 86 15 8,4
3 0,02 0,12 0,00 | 20,7 |16 |05 (23| 37| 35 | 85 | 28 9,0
4 0,10 0,12 000 | 219 (16 (0,7 25|59 | 34 | 83 | 31 10,7
5 0,02 0,00 0,12 | 182 |03 0,2 06| 3,2 | 3,2 | 87 1,0 7,5
6 0,10 0,00 0,12 | 190 |06 |04 | 11| 49 | 31 | 8,6 1,6 9,0
7 0,02 0,12 012 | 213 (16 (05|22| 36| 3,7 | 86 | 29 10,2
8 0,10 0,12 012 | 223 (16 (0,7 25|57 | 38 | 88 | 34 | 12,0
9 0,06 0,06 006 | 219 (14 (06 |19| 49| 35 | 85 | 25 10,6
10 0,06 0,06 006 | 21,1 (14 (06 |21|52 | 37 | 88 | 2,7 11,1
11 0,06 0,06 006 | 191 |14 0,7 (21|51 | 45 | 10,3 | 3,3 12,6

A Figura 4.4 foi construida a partir dos resultados da analise estatistica e permite

uma avaliacdo mais rigorosa da eficiéncia dos diferentes preparados enziméticos

na

hidrélise dos polissacarideos presentes no RE. Em termos de liberagdo de acgulcares livres,

observa-se que Powercell apresenta efeitos significativos na formacdo de glicose

e

arabinose (Figura 4-4a), enquanto Galactomananase é o preparado mais eficiente para a

producdo de manose (Figura 4-4b). A contribuicdo do preparado Ultraflo® XL para a

producdo de qualquer acucar livre ou total ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,49).

Ja para a resposta “agucares totais”, apenas a formagao dos agucares glicose e manose

sob efeito do preparado Powercell foi significativa (Figura 4-4d). Além disso, somente o

preparado Powercell apresentou efeito significativo sobre o rendimento (Figura 4-4c) como

consequéncia da contribuicdo efetiva das enzimas presentes nesse preparado para a

liberacdo de oligossacarideos contendo glicose e manose.

Os resultados obtidos estdo coerentes com as atividades enzimaticas esperadas

para os preparados comerciais empregados neste trabalho (Tabela 4.1) e mostram que

as

enzimas presentes atuam sobre os polissacarideos presentes no RE, promovendo sua
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degradacédo. O preparado Powercell apresenta atividade enzimatica principal em celulases e
secundaria de 1,4-a-arabinosidase, 0 que explica sua eficiéncia na producdo de glicose e
arabinose (Figuras 4-4a e 4-4¢). Ja o preparado Galactomananase possui atividade principal
em 1,4-B-mananase, 0 que explica o efeito mais acentuado na producdo de manose
(Figuras 4-4b e 4-4d). No entanto, os preparados Powercell e Galactomananase tiveram
efeitos pequenos na liberacdo de galactose (Figura 4-4a e 4-4b), possivelmente possuindo
acdo somente sobre as galactoses existentes ho GMs (acdo da a-galactosidase). Isso
indica deficiéncia em enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes glicosidicas o ou B
envolvendo galactose presentes nos AGs (galactanases) nos preparados enzimaticos

testados.

O desempenho dos trés processos estudados para a obtencdo do produto “café
soluvel” foi avaliado estimando-se os valores do rendimento (Equacdo 4.1 ) e da
recuperacdo (Equacdes 4.2 e 4.3). Para o processo de hidrélise enzimatica, escolheu-se
condicdo estudada que levou aos melhores resultados (Ensaio 8, Tabela 4.3) para a
comparagdo com 0s processos de extracdo e hidrolise térmica. A partir dos valores
apresentados na Tabela 4.4, observa-se que o rendimento da hidrélise enziméatica é similar
ao obtido no processo de extracdo a 125 °C, sendo ambos cerca de 37 % inferiores ao valor
observado na hidrélise térmica. Esse resultado jA era esperado, tendo em vista a alta

temperatura empregada na hidrélise térmica (180 °C).

Tabela 4.4: Rendimentos dos processos de extracao, hidrélise térmica e enzimatica

PROCESSO RENDIMENTO (%)
Extracéo 20,0+ 0,3
Hidrélise Térmica 353
Hidrolise Enzimatica 22+ 3

"Ensaio 8 do delineamento experimental (Tabela 4.3)
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Tabela 4.5: Recuperacéo calculada a partir balanco global para os sélidos.

PROCESSO INICIO (g) FINAL (g) | RECUPERACAO (%)
Extracéo CT 2.174 |EA 435 99
REA 1.717
Hidrélise Térmica RE 1.717 |CHT 613 101
RHT 1124
Hidrélise Enzimatica RE 20,00 |CHE 4,14 102
(Experimento 8) RHE 16,30

CT: Café Torrado, RE: Residuo da Extracédo, EA: Extrato Aromatico, REA: Residuo da Extracéo
Aromatica, CHT: Café Hidrélise Térmica, RHT: Residuo da Hidrdlise Térmica, CHE: Café Hidrélise
Enziméatica, RHE: Residuo da Hidrélise Enzimética.

Para avaliar a recuperacéo para os principais carboidratos presentes no produto, as

composi¢des dos materiais sélidos CT, RE, RHT e RHE (tabela 4.6) e dos cafés (EA, CHT e

CHE produzidos (Tabela 4.7) foram determinadas. A partir da aplicacdo da Equacao 4.3,

das composicdes e das massas envolvidas em cada processo (Tabela 4.5), foi calculada a

recuperacao de cada componente analisado (Tabela 4.8).

Tabela 4.6: Composicdo (agucares totais) em carboidratos dos materiais sélidos

*

(Yom/m) CT RE RHE RHT
Arabinose 3,3 3,2 2,8 2,1
Galactose 9.4 10,1 9,8 3,5
Glicose 7,3 8,8 9,7 13,1
Manose 20,2 24,6 25,9 28,5
Carboidratos Totais 41,3 48,3 49,9 47,7

" Experimento 8, Tabela 4.3. CT: Café Torrado, RE: Residuo da Extragéo, RHE: Residuo
da Hidrélise Enzimatica, RHT: Residuo da Hidrolise Térmica.

Tabela 4.7: Composicao (agucares totais) em carboidratos dos produtos EA, CHT e CHE

Aclcares totais (%) EA CHT CHE’
Arabinose 31+05° | 46+0,42 3,8+0,62P
Galactose 26+04° [20,1+24° 88+12"
Glicose 1,53+0,04° | 0,7+0,1°¢ 34+05°
Manose 09+03° [104+0,8° 12,0+1,32

"Experimento 8, Tabela 4.3. Média + I.C. a 95% para n=3. EA: Extrato Aromatico, CHT: Café
Hidrolise Térmica, CHE: Café Hidrolise Enzimética. Teste de Tukey aplicado nas linhas sendo os
grupos homogéneos (p < 0,05) ordenados em ordem decrescente
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Novamente, a Tabela 4.8 mostra a excelente recuperacdo para a maioria dos
carboidratos. O menor valor (92%) para o pool carboidratos da hidrélise térmica esta
relacionado a perda de carboidratos e proteinas na forma de volateis gerados devido a

degradacao térmica.

Tabela 4.8: Recuperacédo para os agucares arabinose, galactose, glicose e manose
calculada a partir balanco por componente e balanco para os carboidratos totais.

PROCESSO COMPONENTES  INICIO (g) FINAL(g) RECUPERACAO (%)

Arabinose 70,6 67,6 96

Galactose 204,8 184,3 90

EXTRACAO  Glicose 158,5 158,3 100

Manose 439,1 426,0 97

Carboidratos Totais 897.8 866,1 96

ARABINOSE 54,2 52,3 96

. GALACTOSE 173,0 162,6 94
HIDROLISE

TERMICA  GLICOSE 151,6 151,2 100

MANOSE 422,3 384,2 91

CARBOIDRATOS 829,8 759,4 92

ARABINOSE 0,63 0,61 96

’ GALACTOSE 2,02 1,97 98
HIDROLISE

ENZIMATICA* GLICOSE 1,77 1,69 96

MANOSE 4,92 4,67 95

CARBOIDRATOS 9,67 9,23 95

"Experimento 8, Tabela 4.3.

4.3.3 - Caracterizacéo dos produtos EA, CHT e CHE

Os produtos EA, CHT e CHE obtidos ao final de cada processo foram comparados
quanto & composicao em carboidratos e volateis assim como em caracteristicas sensoriais.

Os principais resultados sédo analisados a seguir.

4.3.3.1- Composic¢do em Carboidratos

A composicdo em carboidratos € um importante fator ja que estes sao os principais

compostos presentes no café torrado e justamente os que precisam ser eficientemente
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recuperados a partir da matéria-prima para a producdo de café solluvel, determinando o
rendimento do processo. A composicdo em carboidratos é também empregada para
identificar possiveis adulteracBes no produto café sollveis, cujos critérios que definem a
autenticidade do café solavel estdo definidos na norma I1ISO 24.114 (2011). A composi¢cao
em termos de acucares totais foi fornecida na Tabela 4.7 e a correspondente, em acucares
livres, é dada na Tabela 4.9.

Analisando a Tabela 4.7, verifica-se que o hidrolisado produzido enzimaticamente
apresenta composicao em arabinose, glicose e manose similares ou até superiores a dos
produtos obtidos pelos processos convencionais. No entanto, a formacdo de galactose é
inferior a do CHT, o que esta provavelmente relacionado a baixa afinidade das enzimas
presentes nos preparados comerciais testados pelas ligacdes entre galactoses nos AGs. Ja
a Tabela 4.9 mostra que a presenca de agucares livres € acentuada no hidrolisado
enzimatico, o qual apresenta teores de manose e glicose significativamente superiores aos
dos demais produtos. Esse desempenho superior é explicado pelas atividades em celulases
e galactomananases presentes nos preparados enzimaticos. Observa-se também que a
formacdo de arabinose como acUcar livre € maior na hidrélise térmica, porém existe
atividade enzimatica para solubilizar arabinose no preparado enzimatico Powercell (Figura
4-4a) indicando que o preparado enzimatico ndo consegue acessar a arabinose extraida por

hidrélise térmica (impedimento espacial).

Tabela 4.9: Composicao (agucares livres) em carboidratos dos produtos EA, CHT e CHE

Acucares livres (%) EA CHT CHE’
Arabinose 0,25 + 0,07 © 23+05° 1,6+0,1°
Galactose 0,04 + 0,012 0,6 +0,1% 0,7+0,22
Glicose 0,03+ 0,00 ° 0,09+ 0,02 ° 2,7+0,32
Manose 0,04 + 0,00 0,4+0,1° 57+0,32

"Experimento 8, Tabela 4.3. Média + |.C. a 95% para n=3, EA: Extrato Aromatico, CHT: Café Hidrélise
Térmica, CHE: Café Hidrolise Enzimatica. Teste de Tukey aplicado as linhas, e grupos homogéneos
(p < 0,05) ordenados do maior para 0 menor.
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4.3.3.2- Composicdo em Volateis

O café é apreciado pelo seu aroma, cujos componentes sédo gerados durante a etapa
de torra. Porém, a etapa de hidrélise térmica conduzida em altas temperaturas gera
compostos provenientes da degradacdo de carboidratos que conferem caracteristicas
desagradaveis ao produto. Como mostra a Tabela 4.10, a producdo de volateis esta
diretamente associada com as condi¢cdes empregadas no processo de extracao/hidrélise do
café, sendo muito superior para os indesejaveis, no produto obtido por hidrélise térmica do

que no extrato aromatico ou no hidrolisado enzimaético.

Tabela 4.10: Composicao de volateis dos cafés sollveis obtidos pelos diferentes processos.

\Volateis (ppb) EA CHT CHE’
Acetaldeido 5.533 + 221 ° 14.733 + 453 2 1.307 £95 ¢
Furfural 24.133 + 482 ° 48.900 + 733 @ 5.314 + 241°
5-HMF 667 + 26 ° 2.667 + 105 2 840 +32°

"Experimento 8, Tabela 4.3. Média * I.C. a 95% para n=3, EA: Extrato Aromatico, CHT: Café Hidrdlise
Térmica, CHE: Café Hidrélise Enzimética. Teste de Tukey aplicado as linhas, que foram ordenadas
em ordem decrescente de grupos homogéneos (p < 0,05) .

4.3.3 - Analise sensorial dos produtos EA, CHT e CHE

A andlise sensorial € uma metodologia plenamente estabelecida e largamente
aplicada na avaliacdo de alimentos e bebidas como o café (FERREIRA et al, 2000). No
presente estudo, essa metodologia foi empregada na comparacdo dos produtos obtidos
pelos diferentes processos e os resultados sdo mostrados na tabela 4.11. O EA apresenta
um equilibrio entre acidez e amargor, tendo caracteristicas de café torrado e moido
preparado da forma tradicional (coador). O CHT apresenta forte acidez e caracteristicas
aromaticas desagradaveis, descritas como notas quimicas. E, finalmente, o CHE apresenta
um sabor doce um pouco mais intenso, associado a maior quantidade de glicose livre
(tabela 4.9), mas contrastando com um amargo mais intenso que possivelmente esta

associado a hidrolise de proteinas por proteases presentes nos preparados enzimaticos.
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Tabela 4.11: Resultados das andlises sensoriais para os produtos EA, CHT e CHE

CAFE LIOFILIZADO DOCE ACIDO AMARGO SALGADO
EA 1 0 1 0
CHT 0 3 2 0
CHE* 2 1 4 0

*Experimento 8, Tabela 4.3, Padrbes de 0 a 4 estabelecido na Tabela 4.2. EA: Extrato Aromatico,
CHT: Café Hidrélise Térmica, CHE : Café Hidrélise Enzimatica.

O EA é o padréo reconhecido como de melhor café por ser similar ao café de coador
(padréo reconhecido pelo consumidor), enquanto o CHT apresenta forte acidez e o CHE

forte amargor.

Nesse contexto, avaliou-se no presente estudo a hidrélise enzimatica como processo
alternativo para a producao de café solavel. O processo proposto se mostrou promissor em
termos de qualidade do produto, com baixa formacdo dos volateis acetaldeido, furfural e 5-
HMF, resultando em bom desempenho do hidrolisado enzimatico na andlise sensorial, 0
gual apresentou aroma neutro e boa composi¢do em carboidratos. Associada aos processos
tradicionais em uma instalacdo industrial operada de maneira flexivel, a producdo de parte
do café soluvel por hidrélise enzimética contribuiria ainda para reduzir o consumo de energia
e 0 impacto ambiental, ja que é realizada em temperatura baixa (50 °C).

O estudo da etapa de hidrélise enzimatica pela metodologia de planejamento
experimental revelou ainda que as mananases e celulases presentes nos preparados
enzimaticos Powercell e Galactomananase foram eficientes na producdo de carboidratos
contendo glicose, manose e arabinose, o que comprova a presenca de enzimas com
afinidade pelos biopolimeros celulose e GMs. Entretanto, as galactanases presentes nesses
preparados ndo apresentaram boa afinidade pelos AGs (biopolimeros com a cadeia principal
de galactose). Por isso, os dados da composicdo em acgucares totais mostram que a
galactose esta presente em teor 50 % inferior no hidrolisado enzimético, em comparacdo
com a concentracdo presente no hidrolisado térmico. Essa diferenca é a principal
responsavel pelo menor rendimento do processo enzimético (22,3 %), que resulta em um
rendimento global de aproximadamente 42 %, em associacdo com a etapa de extracdo a
125 °C. O custo estimado da Powercell e Galactomanase é de aproximadamente
US$200,00/kg (valor dependente da quantidade adquirida). Embora o valor seja alto, como
a quantidade usada na hidrdlise é pequena, estima-se um aumento de custo de R$ 2,20/kg

de café soluvel produzido.
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4.4 - CONCLUSOES

A producdo mundial de café solavel é baseada no processo consagrado GEA-NIRO,
consistindo em uma etapa de extracdo, seguida por uma etapa de hidrélise térmica. Esse
processo foi concebido com o objetivo de maximizar o rendimento global em sdlidos
soluveis, que pode atingir 48 % para o café ardbica. Mais recentemente, a sintese de
processos industriais passou a incorporar novos obijetivos, incluindo a minimizacdo do
impacto ambiental e do consumo de energia, o aumento da qualidade do produto e a
flexibilizag&do da planta, além do aumento de rendimento.

Os preparados enzimaticos comerciais Powercell e Galatomananase contribuem
significativamente (p < 0,10) na hidrolise enzimética do substrato residuo de extracdo do
café torrado, liberando os constituintes dos polissacarideos como agucares livres, enquanto
o preparado Ultraflo® XL ndo apresentou efeitos significativos (p < 0,10).

Quando comparamos o rendimento da hidrolise térmica com a hidrélise enzimética,
observamos que o rendimento foi reduzido de 35 % para 22%, sendo que maior parte desta
diferenca explica-se que na hidrélise térmica 20,1% de galactose é solubilizada como
acucares totais, enquanto na hidrolise enzimatica este valor é somente 8,8%, indicando que
um preparado enziméatico capaz de hidrolisar ligagdes entre as galactoses se faz necessario.

Por outro lado a hipétese de produzir um café soltvel com reduzido teor de volateis
indesejados por hidrélise enzimatica foi confirmada, onde os teores de acetaldeido, furfural e
5-HMF foram inferiores aos dos produtos solubilizados por hidrélise térmica.

A presencga de sabor amargo, provavelmente proveniente da hidrolise de proteinas
presentes na estrutura do café por proteases encontradas nos preparados enzimaticos,
juntamente com a baixa producdo de galactose constituem as principais limitacées do
processo enzimético. Considerando que os preparados testados sdo recomendados para o
processamento de lignoceluldsicos (Powercell) ou de sucos, bebidas (Ultraflo® XL) e
reducdo de viscosidade em extrato de café (Galactomananase), o desenvolvimento de
complexos enzimaticos tailor-made para a hidrélise do residuo da extracdo se apresenta

como uma possivel solugdo para o0 aumento de rendimento do processo enzimético.
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5 —Combinacéao de Processo Térmico e Enzimético na Extracao de
Café Solavel.

5.1- INTRODUCAO

No Capitulo 3 observou-se que todos os preparados enzimaticos testados
apresentaram auséncia ou baixa atividade de galactanases (substrato goma arabica-
Sigma). Na tabela 4.7 também se observou a baixa concentracdo de galactose total (8,8%)
no produto obtido por hidrélise enzimatica (CHE), quando comparada com os 20,1% do
produto obtido por hidrolise térmica (CHT). Fica evidente, portanto, a deficiéncia dos
preparados enzimaticos comerciais testados em extrair a galactose do substrato café

torrado.

A existéncia de enzimas que hidrolisam cadeias de galactoses nao redutoras (E.C.
3.2.1.23) foi detectada em frutos de café durante periodo de maturagéo, sendo responsaveis
pelo abrandamento da parede celular neste periodo. Os genes que codificam a expressao
destas enzimas foram identificados, possibilitando a producdo destas enzimas em
Escherichia coli utilizando técnicas de Biologia Molecular (FIGUEIREDO; LASHERMES;
ARAGAO, 2011). Porém preparados enzimaticos comerciais com esta atividade ndo foram

encontrados nos estudos anteriores (Capitulos 3 e 4).

A dificuldade das enzimas presentes nos preparados enzimaticos comerciais em
hidrolisar os polissacarideos contendo galactoses pode também estar relacionada a
presenca de regides de dificil acesso no tecido vegetal. A temperatura empregada na etapa
de extracdo térmica (assim como na de hidrolise térmica) tem um papel importante na
modificagdo da estrutura do tecido vegetal e seu aumento pode contribuir para facilitar o
acesso das enzimas. Por outro lado, 0 aumento da temperatura pode favorecer a formacao
dos compostos indesejaveis como o furfural, que é gerado por degradacdo térmica da
arabinose (DE MARIA et al., 1994), comprometendo a qualidade do extrato aromatico.
Assim, decidiu-se realizar um estudo da influéncia da temperatura de extracao térmica,
monitorando a formacédo dos volateis indesejados (furfural, acetaldeido e 5-HMF) na bebida.
ApoOs identificar a temperatura 6tima para a realizacdo da extracdo térmica (temperatura
limite para a ocorréncia de reacdes de degradacédo), efetuou-se a extracdo térmica do café
torrado (CT) nesta nova temperatura substituindo o valor de 125 °C utilizado nos capitulos 3
e 4 e repetindo os experimentos de hidrélise térmica e hidrélise enzimatica com o residuo da

extracdo térmica assim obtido (Figura 4.3).
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Além da comparacdo dos carboidratos livres e totais (Capitulo 3 e 4), comparou-se
também os aminodcidos dos cafés obtidos pelos diferentes processos, com o objetivo de
verificar se existe alguma relacdo entre os aminoacidos e os sabores amargos detectados

na avaliacdo sensorial.

Outra caracteristica importante do café sollivel é a massa molecular dos materiais
obtidos pelos diferentes métodos, que esta relacionada com as propriedades do produto
como: solubilidade, higroscopia e temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg). Leloup & Liardon
(1993) determinaram em extrato de café arabica a presenca de AGs com massa molecular
de 200 a 50.000 Da e GMs com massa molecular de 200 a 80.000 Da, utilizando de
cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Uma outra metodologia empregada para
estimar a massa molecular média dos cafés produzidos foi proposta por Beer, Wood e
Weisz (1999), que estabeleceram correlacbes baseadas no modelo de Mark-Houwink-
Sakurada entre a massa molecular de GMs em solucdo aquosa (determinada por GPC) e a
viscosidade intrinseca da solucéo deste biopolimero, a 25 °C (equacéo 5.1).

[u] = K.(MM)*  (5.1)

Onde:

[u]: € a viscosidade intrinseca em dL/g, definida pela equacéo 5.2;

K: constante que, para os GMs, foi determinada como 5,13 x 10™ dL/g;
MM: massa molecular em g/mol ou Daltons (Da);

a. constante que, para os GMs, foi determinada como 0,72.

A viscosidade intrinseca € definida como a viscosidade de uma solucéo infinitamente
diluida, como indica a equacéo 5.2 (BEER; WOOD; WEISZ, 1999).

(1] = lime_,o =22 (5.2)
Onde:
C: Concentragdo do soluto em g/dL;

Hesp- Viscosidade especifica da solugéo calculada pela equagéo 5.3.
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Hsolugio —Hsolvente
Uesp = (5.3)

Hsolvente

Onde:

Esolucao- Viscosidade da solucdo medida diretamente em viscosimetro;

Usolvente . Viscosidade da dgua que é 0,89 cP (25 °C).

Na pratica, a viscosidade intrinseca [u] € determinada pela equagédo de Schultz-
Blasche (equacéo 5.4), sendo [u] o coeficiente linear da equacéo 5.4 ajustada por regresséo
linear para os dados de [u.s,/C| em funcéo da [u.s,] (BEER; WOOD; WEISZ, 1999).

(qu) = [ + [l Ksp- tesp (5-4)
Onde:

Ksp: Constante de Schultz-Blasche que depende da temperatura, solvente e soluto.

Quando a viscosidade da solugdo polimérica se comporta como um fluido
newtoniano, a regressdo linear para ajustar os dados experimentais a equacao (5.4)
apresenta coeficiente de correlacdo perto de um (BEER; WOOD; WEISZ, 1999).

Para finalizar os estudos efetuou-se avaliacdo sensorial dos trés produtos obtidos
(EA, CHT e CHE), observando-se o impacto na qualidade dos produtos por extracdo
térmica, hidrolise térmica e hidrélise enzimatica das modificacbes nas condicbes de

operacédo da extracao térmica.

5.2- MATERIAIS E METODOS
5.2.1 - Materiais:

Café Arabica (lguacu Espresso) com grau de torra médio (perda de massa de 7,5%
em base seca), moido com diametro de particulas entre 0,5 mm e 2,0 mm (CT). Enzimas:

Powercell (cortesia da Prozyn) e Galactomananase (HBI-Enzymes).
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5.2.2 - Procedimentos Experimentais

5.2.2.1 - Determinacédo da Temperatura Otima de Extrag&o

O café torrado (CT) foi submetido primeiramente a extracdes sucessivas com agua
guente, em ciclos de 30 minutos, utilizando fator de extracdo 3,0 (produzido 3,0 kg de
extrato para 1,0 kg de café torrado) nas temperaturas de 120 °C, 130 °C, 150 °C, 160 °C,
165 °C, 170 °C e 175 °C para a identificagéo da temperatura 6tima de extracéo (TOE), que é
a minima temperatura na qual aumentamos a solubilizacdo de galactose. Utilizou-se fator
de extracdo neste experimento, pois em experimentos preliminares verificou-se que com
este fator a concentragdo de solidos soluveis no final da extracdo tende ao valor zero, ou

seja, extrai-se 0 maximo do café torrado em cada perfil de temperatura.

5.2.2.2 - Extracdo Térmica

O café torrado (CT) foi entdo submetido a extracdo em um conjunto de 4 colunas
extratoras em série, com agua de alimentacédo na temperatura (TOE) definida em 5.2.2.1. O
sistema de extracdo foi operado em contra corrente, com fator de extragdo 2,8 (produzido
2,8 kg de extrato para 1,0 kg de café torrado), com tempo entre ciclos de 30 minutos. O
residuo da extracdo (RE) foi utilizado nos itens 5.2.2.3 e 5.2.2.4. e o café soluvel produzido
(EA) foi liofilizado para analises e comparacgéo entre as etapas. Observa-se que o fator de
extracdo térmica aumentou de 2,0 (Capitulos 3 e 4) para 2,8, pois em teste preliminar
observou-se que o0 aumento da temperatura de extragdo gera um aumento de concentracao
em soélidos sollveis, o que permite aumentar o fator, aumentando o rendimento da etapa
sem reducdo de concentracdo do EA quando comparado com o0s experimentos dos

Capitulos 3 e 4.

5.2.2.3 - Hidrélise Térmica do RE

Utilizando-se RE do item 5.2.2.2, efetuou-se hidrolise térmica em um conjunto de 3
colunas extratoras em série, com agua de alimentacéo & 180 °C. O sistema foi operado em
contra corrente com fator de extracéo 6,5 (produzido 6,5 kg de extrato para 1,0 kg de café
torrado), com tempo entre ciclos de 30 minutos. O produto desta etapa, café hidrélise
térmica (CHT) foi liofilizado para analise e comparagdo com os produtos obtidos nas outras

etapas. Também se coletou o residuo da hidrélise térmica (RHT) para analises. Para esta
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etapa utilizou-se fator de extracdo 6,5 porque em experimentos preliminares verificou-se que

a partir deste fator a concentragé@o de solidos sollveis no extrato tendia a zero.

5.2.2.4 - Hidrélise Enzimatica do RE

Utilizando-se RE do item 5.2.2.2, secando-0 em estufa a 60 °C (umidade menor que
3,0%), para processamento em moinho de laboratério refrigerado a 5 °C (IKA® - modelo
A10), e logo apés peneirou-se para obter particulas menores que 500 um. O substrato
finamente moido foi ressuspendido na concentracao 10% (m/v) em tampéo citrato 50 mM.
Os experimentos de hidrélise enzimatica foram conduzidos a 50 °C e pH 5,0, em reator de
vidro com controle de temperatura por meio de circulacdo de agua proveniente de banho
termostatizado na camisa (Figura 5-1). A agitagdo mecéanica foi mantida em 350 RPM.
Todos os ensaios de hidrélise enzimatica com o RE obtido sob a nova temperatura 6tima de
extracdo foram realizados em triplicata de acordo com as concentracbfes de enzima
indicadas na Tabela 5.1. As condi¢Bes escolhidas para os novos experimentos de hidrolise
constituem repeticbes de experimentos ja realizados no ponto central, no ponto 2 (menor
rendimento) e no ponto 8 (maior rendimento), conforme apresentado no Capitulo 4, Tabela
4.3. E importante destacar que, nesses novos experimentos, o preparado Ultraflo® XL foi
excluido tendo em vista que a andlise estatistica mostrou que ele nao contribuiu
significativamente para a solubilizagdo de carboidratos como acgucares livres presentes no
substrato RE (p < 0,10).

Figura 5-1: Reatores Enzimaticos Trabalhando em Paralelo
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Tabela 5.1: Experimentos de Hidrolise Enzimatica do RE

Preparados Enzimaticos Pontos do delineamento capitulo 4 - Tabela 4.3
Ponto 9 (central) Ponto 2 Ponto 8

Powercell (% m/m) 0,06 0,00 0,12

Galactomananase (% m/m) 0,06 0,10 0,10

O produto desta etapa, café hidrélise enzimética (CHE) foi liofilizado para anélises e
comparado com os produtos obtidos nas outras etapas. O residuo da hidrolise enzimética
(RHE) também foi coletado e analisado para o ponto 8.

Para termos uma visdo global do processo, podemos consultar o fluxograma da
figura 4-3, somente substituindo a temperatura de 125 °C pela temperatura definida em
5.2.2.1.

5.2.3 - Métodos analiticos

Os produtos obtidos em 5.2.2.1, 5.2.2.2 e 5.2.2.3 e 5.2.2.4 foram analisados de

acordo com as metodologias descritas a seguir:

5.2.3.1 — Sélidos Soluveis:

Leitura de °Brix (Refratdbmetro Atago® RX-5000) que foi convertida em sélidos
soluveis em % (m/m) utilizando tabela de converséo (SIVETZ; DESROSIER, 1979).

5.2.3.2 —Teores de lipideos:

Foram determinados por gravimetria apds extracdo das amostras com éter de

petroleo, pela metodologia descrita pelo laboratério NREL (SLUITER et al., 2008).

5.2.3.3 — Carboidratos:
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Os carboidratos totais nos materiais insoliveis (CT, RE, RHT e RHE) foram
determinados apoés a extragéo dos lipideos (5.2.3.2) por hidrélise em H,SO,1,0 M ( 300 mg
de amostra para 50 mL de &cido) por 2 horas a 110 °C em autoclave, e quantificados
utilizando-se HPAEC-PAD (NATTORP, 2000). Os carboidratos totais foram determinados
nos materiais sollveis (EA, CHT e CHE) por hidrélise utilizando HCI 1,0M (300 mg de
amostra para 50 mL de acido) a 98 °C por 2,5 horas e quantificados por HPAEC-PAD de
acordo com o método ISO para café soltuvel (ISO 11292, 1995).

5.2.3.4 — Analise de Aminoacidos

As amostras desengorduradas (5.2.3.2) foram hidrolisadas pelo seguinte
procedimento: Em recipiente para hidrélise, adicionou-se 300,0 mg da amostra e 3,00 ml de
HCI 6,0 M, efetuou-se vacuo e injetou-se nitrogénio (atmosfera inerte). Apos hidrélise por 17
horas & 110 °C, resfriou-se a amostra e evaporou-se o acido em estufa & 60 °C. A amostra
seca foi novamente diluida em HCI 0,1 M e completou-se o volume para 100 ml (baldo
volumétrico), sendo a solucgéo filtrada com membrana de 0,22 mm e 0,50 mL transferido
para o vial de cromatografia liquida (SIMPSON; NEUBERGER; LIU, 1976).

As analises das amostras por HPLC foram efetuadas nas seguintes condi¢fes: a)
Colunas AminoPac PA10 Analytical (2 x 250 mm, P/N 055406) com coluna guarda
AminoPac PA10 (2 x 50 mm, P/N 055407); b) Fluxo: 0,25 mL/min com volume de injecdo: 10
mL (modo Completo ou Parcial), temperatura de 30 °C com os eluentes A: Agua Milli-Q, B:
NaOH 250 mM, C: acetato de sé6dio 1,0 M, cujos gradientes em funcdo do tempo estédo
especificados na Tabela 5.2; C) detector amperométrico integrado com Célula de Ouro AAA-
Certificada (P/N 055832) com eletrodo de referéncia Ag/AgCl, modo de referéncia pelo pH.
(DIONEX Technical Note 50).

Tabela 5.2 — Gradiente de eluentes para andlise de aminoacidos por HPLC-PAD

Tempo (minutos) % A % B % C
0,0 76 24 0
2,0 76 24 0
8,0 64 36 0
11,0 64 36 0
18,0 40 20 40
21,0 44 16 40
23,0 14 16 70
42,0 14 16 70
42,1 20 80 0
44,1 20 80 0
44,2 76 24 0
75,0 76 24 0
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5.2.35 — Anédlise de Volateis

Os compostos acetaldeido, furfural e 5-hidroxi-metil-furfural (5-HMF) foram
guantificados em solucdo aquosa contendo 3,0% (m/m) de material extraido por HS-SPME-
GC-MS com coluna HP-INNOVAX (VIEGAS; BASSOLI, 2007).

5.2.3.6 - Determinacéo da Viscosidade de Soluc¢fes de Café

Utilizando-se viscosimetro rotacional (Brookfield®, digital DVE), determinou-se a
viscosidade em solugéo dos cafés produzidos por extragdo térmica, hidrélise enzimética e
hidrélise térmica, em uma faixa de concentracdo de 10 a 30% (m/m), com temperatura
controlada em 25 °C. Estes dados foram utilizados para calculo da massa molecular média,

conforme descrito a seguir.

5.2.3.7 —Avaliagao Sensorial

Foi conduzida seguindo metodologia descrita no capitulo 4 (item 4.2.3.3)

5.2.4 —Procedimentos de Célculo

5.2.4.1 — Rendimento e recuperacédo dos componentes

Os rendimentos foram calculados pela equacéo 4.1 e as recuperacdes em termos de
balanco de massa global e por componentes (aglcares) foram calculadas utilizando-se das

equagles 4.2 e 4.3.

5.24.72 — Massa Molecular

Através das medidas de viscosidade das solucbes dos EA, CHT e CHE em
diferentes concentragfes (5.2.3.6), determinou-se a viscosidade especifica pela equacéo
5.3. Com os dados de viscosidade especifica em fun¢cdo da concentragdo da solucao,

determinou-se a viscosidade intrinseca por regresséo linear da equacao 5.4 (coeficiente
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linear da reta), e calculou-se a massa molecular pela equacdo 5.1, utilizando-se os

parametros determinado por Beer, Wood e Weisz (1999).

5.3- RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 - Determinacado datemperatura 6tima de extracéo

Os resultados da execucao do item 5.2.2 (carboidratos totais e volateis) encontram
se na Tabela 5.3. Como esperado, observa-se aumento nas concentracbes de galactose,
arabinose e manose presentes nos carboidratos solubilizados com o aumento da
temperatura de 120 a 165 °C. Nesta mesma temperatura, a concentracdo de furfural
alcancou 162 ppb, indicando que iniciou-se a degradacdo de arabinose. Entretanto
escolheu-se a temperatura de 165 °C como a temperatura 6tima de extracdo (TOE), porque
somente nesta temperatura conseguiu-se atingir a concentragdo de galactose obtida por

hidrélise térmica (Tabela 4.7).

Tabela 5.3: Composi¢cdo em carboidratos totais em (% m/m) e furfural (ppb) obtidos nas
diversas temperaturas de extracao ou hidrolise térmica.

Temperaturas Arabinose  Galactose (% Manose Glicose Furfural
(°C) (% m/m) m/m) (% m/m) (% m/m) (mg/kg)
120 1,22 1,02 0,23 0,77 52
130 2,43 3,60 1,58 1,57 20
150 4,96 7,23 4,95 1,38 25
160 8,48 14,77 8,08 0,88 27
165 8,74 23,80 11,15 0,62 162
170 6,73 25,94 8,24 0,48 97
175 4,92 24,83 11,35 0,45 98

Médias de anélises em duplicata com variagdo menor que 2,5% entre cada amostra individualmente

A Tabela 5.3 evidencia a dificuldade de solubilizacdo de manose, ou seja, a quebra
da ligacao B-1,4 entre as manoses na cadeia principal dos GMs. Esses resultados estdo de

acordo com Leloup & Liardon (1993).

5.3.2 - ComparacOGes de rendimento, agUcares totais e volateis entre as etapas
extracao térmica, hidrolise térmica e hidrdlise enzimatica.

Os resultados obtidos nos experimentos descritos em 5.2.2.2, 5.2.2.3 e 5.2.24
encontram-se na Tabela 5.3. Observarem-se as seguintes diferencas no desempenho dos
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processos quando aumentamos a temperatura da etapa de extracdo aromética de 125 °C
(Capitulo 4) para 165 °C:

5.3.21

- Rendimento

Comparando-se os rendimentos da Tabela 4.4 com os da Tabela 5.4, observa-se

gue na extracdo térmica (EA) houve um aumento de 20,0% para 36,1%, enquanto na

hidrolise enzimatica (CHE ponto 8) o aumento foi de 22% para 27%, quando a temperatura

da extracdo térmica foi elevada para 165 °C. Portanto, de fato o aumento da temperatura da

extracdo térmica contribui principalmente para aumentar o rendimento na propria etapa,

apresentando um efeito mais discreto no aumento do rendimento da hidrélise enzimética do

substrato RE. Calculando-se o rendimento de extracdo global atingiu-se 54% (torrado em

base seca), que é superior ao sugerido pelo processo GEA-NIRO para o café arabica, de
48% (GEA-NIRO, 2013).

Tabela 5.4: Rendimento, acUcares totais e volateis dos extratos EA, CHT e CHE.

EA CHT CHE CHE CHE
(ponto central) (ponto 2) (ponto 8)
Rendimento (%) 36,1+0,3 29,0+0,9 24,7 +£0,2 22,6 £0,2 27,1+0,6
Lipideos (%) 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,00 11,9+ 0,8 12,1+ 0,6 10,2+ 0,8
Arabinose 6,94 £ 0,12 1,55+ 0,12 3,22 +0,11 3,06 £ 0,19 4,15 £ 0,26
Galactose 20,97 £ 0,44 20,76 £ 1,36 11,09+ 0,34 11,70+ 0,41 | 13,72 +0,09
Glicose 1,07 £ 0,06 1,19+ 0,11 4,35+ 0,10 2,69 +0,16 5,73+£0,23
8 Manose 11,65+ 0,32 38,20+ 0,85 14,10 £ 0,04 13,84 £ 0,20 | 19,74+ 0,37
5 € Manitol 0,11 £ 0,00 0,57 £ 0,02 0,21 +£0,01 0,20 £ 0,02 0,25+ 0,01
= Fucose 0,22 £ 0,01 0,15 £ 0,05 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,04 0,15 + 0,02
8 § Xilose 0,13 £ 0,02 0,26 + 0,03 0,11 +£0,01 0,10 £ 0,02 0,11 £ 0,01
EE Frutose 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,02 0,10+ 0,01 0,13+0,01 0,12 £ 0,03
© Ribose 0,15 + 0,12 N.D. N.D. N.D. N.D.
Total 41,25+1,12 62,69 £ 2,91 33,32 £ 0,25 31,87+0,06 | 43,97 +0,78
Acetaldeido (ppb) 4.691 £ 140 | 10.628 + 265 2.865+ 95
Furfural (ppb) 25.320+886 | 21.223 +591 3.068 + 116
5-HMF (ppb) N.D. 1.426 +53 N.D.

ND — néo detectado, médias + IC (95%) e n=3

Entretanto, observa-se que parte do rendimento da hidrélise enzimatica foi

conseguida mediante solubilizacdo de lipideos, ou seja, os graos de café finamente moidos

liberam parte da fracdo lipidica durante a extragdo enzimatica. O mesmo fendémeno

provavelmente ocorreu no processo proposto por Silver et al. (2007), onde os autores

utilizaram um moinho coloidal para produzir particulas com diametro médio 75 um para a
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extracdo enzimatica, possivelmente aumentando ainda mais o efeito de solubilizacdo da

fracao lipidica.

5.3.2.2 - Composicdo de Carboidratos:

Galactose:

Comparando as composi¢fes de aclcares totais da tabela 4.7 com a tabela 5.3,
observa-se que na temperatura de 165 °C a concentracéo de galactose no EA aumentou de
2,6% para 20,97%, enquanto no CHE, o aumento foi de 8,8% para 13,72% para o ponto 8.
Pode-se, assim, concluir que atingiu-se o objetivo de aumentar a concentracdo de galactose
nas fracdes solubilizadas tanto por extracdo térmica como por hidrélise enzimatica.
Surpreendentemente, constatou-se ainda que a concentracdo de galactose manteve-se

constante para o CHT (na ordem de 20%).
Arabinose:

Também observa-se que a concentracdo de arabinose no EA aumentou de 3,1%
para 6,9% quando se trabalhou na TOE, indicando que temos menor quantidade de

arabinose disponivel para degradacéo na etapa de hidrolise térmica.

Quando comparamos os CHT se observa reducéo na concentracdo de arabinose de
4,6% para 1,55%, resultado esperado tendo em vista 0 aumento da arabinose no EA.
Porém, no CHE (ponto 8), a concentracdo de arabinose atinge 4,15%, indicando que o
processo enzimatico foi mais eficiente que o processo térmico. Esse resultado pode ser
explicado pela facil degradacédo deste carboidrato a 180 °C, contribuindo para a geracéo de

furfural.
Glicose:

Com relacdo a glicose, observamos na Tabela 5.4 que novamente 0 processo
enzimatico produziu uma composicao de 5,73% (CHE Ponto 8), superior a 1,19% (CHT),

indicando a eficiente acdo das celulases presentes nos preparados enzimaticos comerciais.
Manose:

A adocdo da TOE para a extracdo térmica permitiu aumento da concentracdo de
manose no EA de 0,9% para 11,65%. E o RE processado nesta temperatura também
permitiu maior solubilizacdo de manose, aumentando a sua concentracdo de 12,0% para

19,74% em CHE (Ponto 8). Porém na Tabela 5.4 observa-se ainda concentracdo de
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38,20% de manose em CHT, indicando que o processo de hidrélise enziméatica pode ser

melhorado.

5.3.2.3 — Composicao de Volateis indesejados

Com relagéo ao furfural observa-se que o aumento de temperatura de extragdo de
125 °C para 165 °C gerou um aumento de furfural de 24.133 ppb (tabela 4.10) para 25.320
ppb (tabela 5.3) no EA, ou seja, um incremento de 4,7%, porém com o beneficio de

aumentar a concentracdo de galactose em aproximadamente 10 vezes.

Finalmente, nota-se que o CHT (tabela 5.3) apresentou 21.223 ppb de furfural,
enquanto na tabela 4.4 essa concentracdo foi de 48.900 ppb. A reducdo na formacéo de
furfural esta ligada & maior extracdo de arabinose na temperatura de 165 °C. Como
consequéncia, o RE tem menor quantidade de arabinose para ser degradada a furfural na
hidrolise térmica a 180 °C do que no experimento do capitulo 4.

5.3.3 —Recuperacdo Global e de Carboidratos

Na Tabela 5.5 encontram-se os resultados da recuperacéo por meio do balanco de
massa global (equacao 4.2). Verifica-se que, em todos 0s casos, a massa de produto obtida

foi consistente com a massa de matéria-prima empregada.

Para avaliar a recuperacdo dos principais carboidratos presente nos produtos, as
composi¢cbes em acgucares totais dos materiais soélidos CT, RE, RHT e RHE foram
analisadas (5.2.3.3) e encontram-se na Tabela 5.6, juntamente com os teores de lipideos
(5.2.3.2).

Tabela 5.5: Recuperacao calculada a partir do balanco global de sélidos

PROCESSO INICIO (g) FINAL (g) RECUPERACAO (%)
Extracdo Térmica CT 2290,6 EA 827,4 99,8

REA 1458,6
Hidrélise Térmica RE 1458,6 | CHT 268,8 101,5

RHT 1212,0
Hidrolise Enziméatica RE 20,0 CHE 5,5 98,5
(ponto 8) RHE 14,2
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Tabela 5.6: Composicéo de lipideos e acucares em CT, RE, RHT e RHE

(% m/m) CT RE RHT RHE (ponto 8)
Lipideos 15,4 16,9 32,0 14,7
Arabinose 4,07 2,53 1,04 2,23
Galactose 14,27 12,27 3,60 11,85
Glicose 6,75 9,37 11,92 9,83
Manose 21,47 25,61 21,43 27,65
Manitol 0,48 0,54 0,48 0,64
Fucose 0,08 0,17 0,02 0,15
Xilose 0,20 0,08 0,07 0,06
Frutose 0,04 0,02 0,01 0,01
Ribose 0,01 0,00 0,00 0,01
AcUcares totais 47,38 50,59 39,02 52,50

Médias de andlises em duplicata com variagdo menor que 2,5% entre cada amostra individualmente

Com relagéo aos lipideos, verifica-se que o valor obtido para o CT é similar aos 16,0
% encontrado em literatura (OOSTERVELD et al., 2003). Também observa-se que a
composicdo de lipideos aumenta na fragdo insoluvel a medida que ocorre a solubilizagédo
dos carboidratos (15,4% em CT, 16,9% em RE e 32,0% em RHT) exceto para o RHE
(14,7% de lipideos), porque na hidrolise enzimatica utiliza-se um RE finamente moido,

permitindo a solubilizag&o de lipideos em solu¢éo aquosa.

Com relacdo aos acgucares totais, verifica-se que o CT possui agucares totais
(47,38%) em concentracdo similar a relatada em literatura (48,1%) (OOSTERVELD et al.,
2003).

Observa-se também que a quantidade de glicose aumenta nos residuos RE e RHT,
ja que a celulose é pouco solubilizada pelos processos térmicos. J& a concentragdo de
glicose no RHE é menor que no RHT porque os preparados com atividades de celulases

solubilizam parte da celulose.

Os célculos de recuperacdo para cada carboidrato foram efetuados utilizando-se as
composi¢des dos materiais sollveis EA, CHT e CHE (Tabela 5.4), e as composi¢cdes dos
materiais insoluveis CT, RE, RHT e RHE (Tabela 5.6), juntamente com as massas iniciais e
finais em cada processo (Tabela 5.5) e a equacéo indicada em 4.2.4 (Equacdo 4.4). Os

resultados estdo na Tabela 5.7.

Na Tabela 5.7 verifica-se que todos os dados de recuperacdo estdo consistentes,
exceto na hidrélise térmica para os compostos arabinose (45,4%) e galactose (58,7%), que

provavelmente sdo degradados pela elevada temperatura deste processo (180 °C).
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Tabela 5.7: Recuperacdo de carboidratos para os aclUcares arabinose, galactose, glicose,
manose e agucares totais.

PROCESSO COMPONENTES INICIO (g) FINAL () RECUPERACAO (%)
Arabinose 93,28 94,25 101,0
Extragéo Galactose 326,75 352,49 107,9
Térmica Glicose 154,64 145,5 94,1
(165 °C) Manose 491,8 470,0 95,6
AcUcares totais 1085,3 1079,2 99,4
Arabinose 36,8 16,7 45,4
Galactose 179,0 105,0 58,7
Hidrolise Glicose 136,7 147,7 108,0
Térmica Manose 373,6 362,4 97,0
AcUcares totais 737,9 641,5 86,9
Arabinose 0,51 0,55 108,0
Hidrdlise Galactose 2,45 2,44 99,3
Enzimatica™ Glicose 1,87 1,72 91,8
Manose 5,12 5,01 97,9
AcUcares totais 10,12 9,87 97,5

"Experimento Ponto 8 (tabela 5.1)

5.34

— Massas Moleculares

As massas moleculares médias dos compostos foram determinadas como descrito

em 5.2.4.2 a partir dos dados viscosimétricos das solugbes dos materiais EA, CHT e CHE,

conforme apresentados a seguir.

Nas tabelas 5.8, 5.9 e 5.10, estdo relacionados os dados de viscosidades em

diferentes concentragées, que foram inicialmente medidas em °Brix e transformadas em %

(m/m) e densidades, utilizando tabela de conversao proposta por Sivetz & Desrosier (1979).

Tabela 5.8: Dados viscosimétricos do EA em fung&o da concentracdo de sélidos soluveis (C)

Concentracéo Densidade Concentracéo L solugéio L especifica Hespecifica dL/g)
(% m/m) (g/mL) (g/dL) (cP) ¢
14,88 1,0643 1,3981 2,44 1,74 1,25
17,22 1,0746 1,6025 2,83 2,18 1,36
18,56 1,0806 1,7176 3,11 2,49 1,45
21,18 1,0918 1,9399 3,79 3,26 1,68
23,20 1,1010 2,1072 4,50 4,06 1,92

U soivente = 0,89 CcP (dgua a 25 0C), EA: Extrato Aromatico
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Tabela 5.9: Dados viscosimétricos do CHT em funcéo da concentracdo de sélidos solUveis

(©)

Concentragcdo  Densidade  Concentragdo  pisgueao A especifica Hespecifica dL/g)

(% m/m) (g/mL) (g/dL) (cP) ¢
13,99 1,0604 1,3193 3,09 2,47 1,87
15,60 1,0607 1,4707 3,63 3,08 2,09
17,66 1,0766 1,6403 4,29 3,82 2,33
20,00 1,0870 1,8399 5,14 4,78 2,60
23,02 1,1008 2,0912 6,55 6,36 3,04

U soivente = 0,89 CP (dgua a 25 0C), CHT: Café Hidrdlise Térmica

Tabela 5.10: Dados viscosimétricos do CHE (ponto 8) em fungdo da concentracdo de
sélidos soluveis (C)

Concentragcdo  Densidade  Concentragdo  pggueao M especifica Hespecifica dL/g)

(% m/m) (g/mL) (g/dL) (cP) C
15,44 1,0607 1,4556 2,24 1,52 1,04
17,22 1,0766 1,5995 2,51 1,82 1,14
19,19 1,0870 1,7654 2,88 2,24 1,27
21,66 1,1002 1,9687 3,28 2,69 1,36

U soivente = 0,89 cP (dgua a 25 0C), CHE: Café Hidrélise Enzimatica
A partir os dados das Tabelas 5.8, 5.9 e 5.10, construiu-se os graficos de Hespecifica

em fungao de pespecifica: © detErminou-se as viscosidades intrinsecas como os coeficientes

lineares das retas ajustadas, como mostrado nas figuras 5-2, 5-3 e 5-4.

2,5
2,0
3, /
o — y =0,2952x + 0,7219
< 1,0 -
a R? = 0,9993
®0,5

0,0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

pesp

Figura 5-2: Regressao linear dos dados da Tabela 5.8 (EA)
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. 4,0
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g > / *
2 2,0 y =0,2969x + 1,169
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Q
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Figura 5-3: Regresséo linear dos dados da Tabela 5.9 (CHT)

1,6

1,4
Z 1,0
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' R?=0,9895

?mL 0,6
°=’_ 0,4

0,2
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0,0 1,0 2,0 3,0

pesp

Figura 5-4: Regressao linear dos dados da Tabela 5.10 (CHE — Ponto 8)

A partir dos coeficientes lineares dos graficos das figuras 5-2, 5-3 e 5-4, determinou-
se as viscosidades intrinsecas [u], e, empregando a equacgdo 5.1, foram calculadas as

massas moleculares de EA, CHT e CHE (Ponto 8) que estédo apresentados na Tabela 5.11.

Tabela 5.11: Massas moleculares calculadas pela equacéo 5.1

ETAPAS [u] (dL/g) MM (Da)
EA 0,7219 23.590
CHT 1,1690 46.075
CHE (ponto 8) 0,6365 19.805

Observa-se que a massa molecular do material solubilizado por hidrélise térmica tem
um valor 2 vezes maior que o extrato aromatico, indicando que a partir de 165 °C s&o

solubilizados compostos de maior massa molecular. Ja o produto CHE possui massa
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molecular menor que o EA, o que pode ser atribuido ao fato das enzimas presentes nos

preparados continuarem a hidrolisar os polissacarideos que j& foram solubilizados.

Leloup e Liardon (1993) determinaram a massa molecular de AGs e GMs isolados
do café arabica torrado, utilizando Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC), e encontram
uma faixa de 200 a 50.000 Da para os AGs e 200 a 80.000 Da para os GMs. Os resultados

calculados para os produtos da Tabela 5.11 estdo na mesma ordem de grandeza.

5.3.5 - Composi¢cdes de Aminoéacidos

Os aminoécidos, que constituem os materiais utilizados e produzidos foram

analisados de acordo com 5.2.3.4 e estédo apresentados na Tabela 5.12.

Constata-se que o total dos aminoéacidos (proteinas) no café torrado é de 6,83%, o
que esta de acordo com o valor de 6,8 %, determinado por Oosterveld et al. (2003) para o
café ardbica. Observa-se também que o RHE contém mais aminoécidos totais (5,78%) que
o RHT (3,52%), o que possivelmente esta associado a degradacéo destes compostos a 180
°C (condicBes da hidrdlise térmica).

Tabela 5.12: Quantificacdo de aminoacidos em CT, RE, RHT, RHE, EA, CHT e CHE.

Amino acidos (% m/m) CT RE RHT RHE EA CHT CHE
Arginina 220 1,75 1,23 1,27 3,17 2,11 2,81
Lisina 0,06 0,05 0,03 0,07 0,05 0,07 0,04
Glutamina 0,23 0,25 0,01 0,15 0,23 0,41 0,19
Asparagina 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Alanina 0,15 0,20 0,18 0,24 0,14 0,26 0,15
Treonina 0,16 0,18 0,07 0,20 0,09 0,21 0,10
Glicina 0,58 0,24 0,17 0,29 0,20 0,36 0,18
Trans-4- Hidroxi L-Prolina 0,03 0,05 0,02 0,04 0,03 0,10 0,03
Serina 0,05 0,19 0,03 0,18 0,12 0,18 0,11
Prolina 0,00 0,12 0,33 0,09 0,17 0,22 0,23
Isoleucina 0,85 0,20 0,13 0,25 0,21 0,26 0,17
Leucina 0,01 0,30 0,17 0,30 0,35 0,35 0,26
Metionina 0,01 0,02 0,01 0,01 0,09 0,18 0,00
Histidina 0,07 0,15 0,11 0,02 0,09 0,01 0,01
Fenilalanina 0,20 0,26 0,20 0,25 0,21 0,23 0,19
Glutamato 0,19 0,15 0,56 1,56 0,72 0,38 0,27
Aspartato 0,52 0,39 0,08 0,58 0,56 0,05 0,30
Cistina 0,01 0,02 0,00 0,03 0,00 0,01 0,01
Cisteina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tirosina 0,24 0,26 0,18 0,26 0,27 0,30 0,22
Triptofano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 6,83 4,78 3,52 5,78 6,72 5,70 5,26

" CHE no Ponto 8, e todos os resultados sdo médias de analises em triplicata
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Casal et al. (2005) estudaram as transformacdes das proteinas ao longo do processo
de torra e, para o café arbica com grau de torra similar ao utilizado, encontrou-se 6,5% de
aminoacidos totais, embora os constituintes variem bastante em composicgao.

Comparando o perfil peptidico dos CHT e CHE (Tabela 5.12), somente as
concentracdes de Arginina e Aspartato sdo superiores no CHE, o que néo justifica grande
diferenca de sabor nestes produtos pela hidrélise de proteinas (liberacdo de amino &cidos
de sabor amargo), que foi uma hip6tese levantada no Capitulo 4.

5.3.6 — Avaliacdo Sensorial

A avaliacéo sensorial dos cafés EA, CHT e CHE liofilizados (Figura 5-5), foi efetuada
por provador treinado de acordo com a metodologia descrita em 5.2.3.7, que atribuiu as
notas apresentadas na Tabela 5.13.

Tabela 5.13:Resultado das avaliacbes sensoriais para os produtos EA, CHT e CHE.

Café Liofilizado DOCE ACIDO AMARGO SALGADO
EA 1 0 2 0
CHT 0 3 3 1
CHE’ 1 2 1 0

"Experimento (Ponto 8)

Café do Extrato Aromatico (EA) Café Hidrolise Térmica (CHT) Café Hidrolise Enzimatica (CHE)

Figura 5-5: Cafés do EA, CHT e CHE antes e ap0s a adi¢cdo de agua (amostras para avaliacdo
sensorial)
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O café EA foi descrito com caracteristicas de café fresco, frutal, adocicado e com
caracteristicas de café de coador (torrado e moido), enquanto o CHT foi avaliado como
acido e amargo, com aroma que lembra milho torrado. J& o CHE apresenta caracteristicas
que lembram borra de café solubilizada, podendo ser utilizado para efetuar um blend no EA

aumentando o rendimento do processo sem incorporar volateis indesejados.

Com relacdo ao sabor amargo relatado no CHE (Capitulo 4), esta caracteristica
poderia estar associada a fragmentos de proteinas liberados pela acado das enzimas. Por
essa razao, foram analisados os amino&cidos presentes nestes materiais pela metodologia
descrita em 5.2.3.4, e constatou-se quantidades semelhantes de aminoéacidos para EA, CHT
e CHE que correspondem respectivamente a 4,50, 4,78 e 4,19% de aminoéacidos totais.
Porém, no experimento com a temperatura de extracdo térmica a 165 °C extraiu-se uma
quantidade de aminoacidos totais 1% superior em EA (6,72%) do que em CHT (5,70%) e
CHE (5,26%), que pode ter gerado um sabor mais amargo em EA (atribuido nota 2 na
avaliacdo sensorial, Tabela 5.13), porém considerado amargo natural do café pelo avaliador.

5.3.7 - Estimativas de Custo do Processo Enziméatico

Efetou-se uma estimativa de aumento de custos do processo enzimatico (Capitulo 5)
em relacdo ao processo térmico, considerando-se que 0s custos de processos serao
similares (no processo enzimatico utiliza-se menos vapor em aguecimento, porém deve-se
acrescentar uma etapa de moagem adicional que consome energia), entdo considerou-se 0s
custos adicionais no processo como o custo das enzimas utilizadas. As estimativas foram
feitas em doélares americano (USD) porque tanto o café solavel como as enzimas séo
cotadas no mercado internacional nesta moeda, sendo o café sollvel em média USD 4,50

por kg e as enzimas (Powercell e Galactomananase-HBI) USD 200,00 por kg.

Calculo-se do Resultado Liquido (Tabela 5.14) que é o diferenca entre o valor dos
sdlidos soluveis solubilizados (USD) e o custo adicional devido ao uso da enzima (USD),
observando-se que no Ponto 8 embora o rendimento € maior, o retorno econémico é menor

devido ao uso de maior quantidade de enzima.

Tabela 5.14 — Custos dos adicionais do processo enzimatico: Base de célculo 100 kg de RE

Ensaios Rendimento | Sélidos Sollveis Enzimas Custo Resultado
(%) (kg) | Receita | (g) | Custo | adicional Liquido
(USD) (USD) | (USD/kg) (USD)
Ponto 2 22,6 22,6 101,70 | 100 | 20,00 0,885 81,70
Ponto central 24,7 24,7 111,15 | 120 | 24,00 0,972 87,15
Ponto 8 27,1 27,1 121,95 | 220 | 44,00 1,624 77,95

RE: Residuo da Extracdo, USD: dolares americanos
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5.4 — CONCLUSOES

A determinacéo de temperatura 6tima de extracdo (TOE) de 165 °C, para producao
do EA, aprimorou o0 processo de extracdo, mantendo praticamente constante a
concentracdo de volateis indesejados (acetaldeido, furfural e 5-HMF) e possibilitando
aumentar a concentracdo de galactose com acUcar total de 2,3 % (processo a 125 °C) para
20,76% , contornando a deficiéncia em atividades de galactanases nos preparados

enzimaticos estudados.

O processo de hidrélise térmica reduz a recuperacdo de arabinose (45,4%) e
galactose (58,7%) que esta associado a degradacdo térmica destes compostos quando
submetidos & temperatura de 180 °C.

A extracdo térmica a 165 °C possibilita equiparar o rendimento global do processo
combinado extracdo térmica e hidrélise enzimatica (53,4%) com o do processo convencional
(extrac&o térmica seguida de hidrolise térmica) que foi de 54,6%, embora as concentragdes
de carboidratos no CHE ainda permanecem menores do que no CHT, indicando que ainda
existe espaco para melhoria do processo de hidrolise enzimatica. Outro fator a se destacar
foi o aumento de rendimento global com relacdo ao processo GEA-NIRO tradicional que foi
de 48%.

Na avaliacdo sensorial o EA obtido a 165 °C apresentou somente um aumento no
sabor amargo, sendo as demais semelhantes ao EA extraido a 125 °C, mantendo as
caracteristicas de café de coador. Por outro lado o CHE teve sua caracteristica amarga
drasticamente reduzida, levando a concluir que compostos que ndo séo extraidos & 125 °C
(Capitulo 4) séo solubilizados na hidrélise enzimatica gerando o amargor. Porém, quando o
CT é extraido & 165 °C, esses compostos néo estdo mais presentes no RE, o que contribui

para reduzir o sabor amargo.

Porém, apesar da reducdo do amargo gracas a alteracdo da temperatura na etapa
de extracdo térmica e do aumento no teor em galactose e outros acucares, o produto CHE
ndo apresenta caracteristicas compativeis com um café sollvel de qualidade, como o EA,
porém pode ser utilizado como blend em EA, aumentando o rendimento do processo sem
introduzir quantidade significativa de volateis indesejados. O sabor identificado como borra
de café solubilizada pelo provador é justamente resultado do modo de a¢do das enzimas,
que atuam tanto nos biopolimeros presentes no café como nos produtos liberados durante a
hidrélise, conforme discutido no item 3.3, gerando um hidrolisado com massa molecular

média (Tabela 5.11) significativamente menor do que o correspondente obtido por
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tratamento térmico. Neste caso, o uso de temperaturas superiores a 125 °C favorece a

solubilizacdo de polissacarideos de cadeia maior, o que ndo ocorre a 50 °C.

Desta forma, o desenvolvimento de um processo enzimatico para obtencao de café
sollvel com sabor equivalente ao obtido pelo processo térmico depende da superacdo de
varios desafios. Inicialmente, faz-se necessario identificar organismos produtores de
enzimas com atividade predominantemente endo (mananase e galactanase) e alta afinidade
pelas ligagbes presentes nos biopolimeros que constituem o café. Por meio de técnicas de
Biologia Molecular, as enzimas selecionadas poderiam ser produzidas em organismos
recombinantes para a producdo de preparados enzimaticos especificamente formulados
para a hidrélise enzimética do residuo da etapa de extracdo. As condi¢cdes de hidrdlise
(tempo, mix de enzimas e concentracdo de enzimas) devem ser avaliadas de forma a
favorecer o acumulo dos polissacarideos com massa molecular acima de 40 kDa. Além
disso, uma etapa final de aumento de temperatura deve ser incluida para solubilizar os

polissacarideos obtidos, obtendo-se assim o produto desejado.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

As aplicacbes da catélise enzimatica se fazem presentes ou em
desenvolvimento em muitos setores da industria de alimentos e quimica, com o
objetivo de reduzir o consumo energético (reacdes conduzidas a baixa temperatura),
minimizagdo da geracdo de subprodutos téxicos (maior especificidade das enzimas
e menor degradacao de reagentes e produtos em temperaturas mais baixas). Para
a producdo de café soluvel, embora esta solucdo ainda tenha espaco para ser
aprimorada, foi constatada a sua viabilidade, conseguindo-se rendimento na

hidrélise enzimatica similar ao da hidrélise térmica (Tabela 5.3).

Observa-se que a composicdo de carboidratos em RHE ainda é de 52,5%, e
como temos atividade para extrair manose que corresponde por 27,65% do RHE
(tabela 5.5), possivelmente a hidrolise enzimética ndo ocorreu mais eficientemente,
devido a dificuldade de acesso das enzimas na interior da particula sélida. Por outro
lado, se reduzirmos o tamanho das particulas através de uma tecnologia mais
eficiente de moagem, possivelmente mais lipideos serdo solubilizados (tabela 5.3).
O aumento da concentracdo de lipideos no café soluvel deve ser evitado, pois
alguns estudos relacionam os lipideos do café com o aumento do nivel de colesterol
sérico (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). Uma solucao seria a remocéao da fracédo
lipidica do RE antes da hidrélise enzimética, e utilizar este subproduto para outros
fins como, por exemplo, producéo de biodiesel (ABDULLAH; KOC, 2013).

Outra limitacdo identificada no processo enzimatico foi a reduzida
solubilizacdo da galactose, que se contornou com o aumento da temperatura de
extracdo térmica de 125 °C para 165 °C. Entretanto, no RHE encontrou-se
aproximadamente 11,85% da galactose ndo solubilizada (Tabela 5.3) que poderia
contribuir para aumentar o rendimento do processo. A solubilizacdo da galactose do
café podera ser conseguida mediante o desenvolvimento de preparados enzimaticos

comerciais especificos para este substrato.

A producgéo de enzimas especificas para o substrato café por fermentacdo em
estado sélido, utilizando-se o substrato RE para este propdsito poderia ser realizada
com abordagem similar aos processos em desenvolvimento para producédo de
celulases a partir do substrato bagaco de cana (RODRIGUEZ-ZUNIDA et al., 2011).
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Outra abordagem para aprimorar o processo de extracao de café soltvel seria

a aplicacdo de complexo enzimatico antes do processo de extracdo térmica.
Normalmente o café torrado fica estocado por volta de 18 horas, com o objetivo que
desprender CO, e minimizar formacdo de espuma durante a extracdo. Durante este
tempo os grados poderiam ser tratados com preparados enzimaticos que facilitem a
extracdo a 165 °C, principalmente de arabinose (atividade de a-arabinosidase), que

demostrou ser o carboidrato mais sensivel a degradacéo térmica.

Deve-se ainda lembrar da questdo do sabor amargo encontrado em CHE na
Tabela 4-11, uma vez que a hidrolise enzimética de proteinas pode gerar o sabor
amargo, normalmente associado as cadeias de oligopeptideos hidrofébicos
presentes no meio (MAEHASHI; HUANG, 2009). O sabor amargo em café também
pode ser decorrente da hidrélise de compostos fendlicos, que foi investigado por LC-
MS/MS (cromatografia liquida com detectores de massa) (FRANK; BLUMBERG;
KUNERT, 2007).

Com relacdo a atividade residual das enzimas que ficam presentes no CHE,
estas podem ser facilmente inativadas por pasteurizacdo, ou mesmo Nnos processos
subsequentes, ja que um extrato de café seco por Spray Drying € aquecido antes da

atomizagao.

Finalmente, podemos dizer que o presente trabalho mostrou que o0 processo
de hidrélise enzimatica pode alcancar desempenho semelhante ao processo de
hidrélise térmica (em rendimento), sendo a extracdo térmica a 165 °C o fator
primordial para um equilibrio entre extracdo e reacdes quimicas de degradacéo.
Porém, estudos complementares sdo necessarios para que o produto obtido pelo
processo alternativo apresente as caracteristicas sensoriais compativeis com um

café solavel de qualidade.
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