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LISTA DE SIMBOLOS:

CO,-SC = didéxido de carbono supercritico
DTP tot = diterpenos totais = cafestol + caveol
FCO; = fluxo de CO, (mL/min)

G¢ = granulometria do café (mm)

P = pressao do CO; (bar)

P. = pressao critica

Pr = (PIP;) = pressao reduzida

Mse = massa de café submetida a extragdo (mg)
T = temperatura de extragdo (°C)

T, = temperatura critica

Tep = tempo de extragao dindmico (min)

Tee = tempo de extrag&o estatico (min)

Tr = (T/T;) = temperatura reduzida

p = densidade do CO; (g/mL)

pc = densidade do CO» no ponto critico (g/mL)
Pr = (p/pc) = densidade reduzida

AFB = aflatoxina B4

AFBO = aflatoxina B1-8,9-epdxido

BHA = 3-tert-butil-4-hidroxianisole

DMBA = 7,12-dimetilbenz[a]antraceno

GCS = glutamilcisteina sintetase

GSH = glutationa

GST = glutationa-S-transferase

PhIP = 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina
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RESUMO

SANDI, DELCIO. D.S. Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2003.
Extracdo do oleo e diterpenos do café com CO; supercritico.
Orientador: Julio Maria de Andrade Araujo. Conselheiros: Marco Tulio
Coelho da Silva, Jane Sélia dos Reis Coimbra.

Foi testada a viabilidade técnica para a extragao dos 6leos de café verde
e café torrado pelo CO,-SC. Foram avaliados o perfil dos acidos graxos e os
teores de cafestol e caveol, diterpenos presentes exclusivamente no café.
Foram determinadas as condicdes operacionais para obter a maior quantidade
de O6leo para ambos os tipos de café, entretanto, com o maior teor de
diterpenos possivel no 6leo de café verde, e o menor, no 6leo de café torrado.
Para isso, foram otimizadas primeiramente a temperatura de operacao (60 °C,
70 °C, 80 °C e 90 °C) e a densidade do CO, (0,68 g/mL, 0,71 g/mL, 0,74 g/mL,
0,77 g/mL, 0,81 g/mL, 0,84 g/mL e 0,88 g/mL), tanto para o café verde quanto
para o torrado, mantendo-se constantes as variaveis tempo de extracao
estatica (5 min); granulometria do café (0,297 mm a 0,35 mm); massa de café
submetida a extracdo (200 mg); fluxo do CO, (1,5 mL/min), e tempo de
extragdo dinamico (20 min). Para cada temperatura e densidade, foram
escolhidas as trés condigbes de extracdo para as quais os objetivos pré
estabelecidos foram alcancados. Foram entdo otimizados, o tempo de extragao
estatica (0 min, 2 min e 5 min); a granulometria do café (0,297 mm a 0,35 mm;
0,35 mm a 0,42 mm, 0,42 mm a 0,50 mm); a massa de café submetida a
extragao (100 mg, 150 mg e 200 mg); o fluxo do CO; (1,5 mL/min, 2,0 mL/min e
2,5 mL/min), e o tempo de extragdo dinamico (5 min, até a extragao de dleo
maxima). Os resultados obtidos para o teor de d6leo, o perfil de acidos graxos e
0 seu conteudo de diterpenos, foram comparados com o o6leo obtido por
extracdo em equipamento de Soxhlet, utilizando hexano como solvente. O perfil
de acidos graxos foi semelhante para os dois métodos extrativos. As diferentes
densidades e temperaturas utilizadas na extracdo por CO.-SC nao
proporcionaram diferengas no perfil dos acidos graxos. O CO,-SC proporcionou
a extracdo de todo o oOleo presente no café, determinado pela extragdo com
hexano. As caracteristicas da matéria-prima e as condicdes utilizadas foram,

respectivamente, para o 6leo de café verde e torrado: umidade do café de 9,98
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% e 2,40 %; granulometria do café de 0,297 mm a 0,35 mm, para ambos os
casos; massa de café submetida a extragdo igual a 200 mg, para ambos os
casos; fluxo do CO, de 1,5 mL/min e 2,0 mL/min; ndo utilizacido de extracao
estatica e emprego de 5 min de extragao estatica. Para o éleo de café verde, a
temperatura da extragdo e a densidade do CO, mais eficientes, em termos de
quantidade de o6leo obtida e consumo de CO; foram de 90°C e 0,77 g/mL,
respectivamente. Estas condigdes promoveram a completa extracido do 6leo
em 20 min, consumindo 28,6 g de CO; (7,13 x 10* g de dleo por g CO,). Em
relagdo ao teor de diterpenos, a temperatura de 70 °C e densidade do CO, de
0,74 g/mL, foram as que proporcionaram a maior concentracdo. Os teores de
cafestol e de caveol no 6leo foram de 201,77 mg/ 100 g e 251,6 mg/100 g,
respectivamente. Estes dados s&o, respectivamente, 52,5 % e 52,8 %,
menores que os teores de cafestol e de caveol no 6leo extraido com hexano.
Para o dleo de café torrado, o processo extrativo a 70 °C e densidade do CO,
de 0,84 g/mL, por 20 min, foi suficiente para promover a sua completa
extracdo. Esta condicdo foi também a mais eficiente na reducdo do teor de
diterpenos presentes no 6leo. Os teores de cafestol e de caveol foram,
respectivamente, de 94,4 mg/ 100 g e 114,7 mg/ 100g, representando uma
reducdo de 71,3 % e 71,2 %, em relagdo aos teores destes componentes
determinados no O6leo extraido com solvente. De uma forma geral, foi
observada uma relagao inversa entre a quantidade de o6leo obtida e o teor de
diterpenos. Por isso, diferentes teores de o6leo, com diferentes teores de
diterpenos podem ser obtidos por esta técnica, tornando-a potencialmente
interessante para a obtencao deste produto. Para o 6leo de café torrado, por
exemplo, a redugdo do seu teor de diterpenos em até 71 %, aumenta
significativamente a sua estabilidade, a sua qualidade sensorial e reduz o seu

potencial hipercolesterolémico.



ABSTRACT

SANDI, DELCIO. D.S. Universidade Federal de Vigosa, January, 2003.
Supercritical fluid extraction of coffee diterpenes and coffee oil.
Adviser: Julio Maria de Andrade Araujo. Committee members: Marco Tulio
Coelho da Silva, Jane Sélia dos Reis Coimbra.

This study was carried out to test the feasibility of supercritical carbon
extraction of oil from both green and roasted coffee beans. The oil composition
regarding to fatty acid profile (FA) and levels of the diterpenes cafestol and
khaweol (both found exclusively in coffee beans) was evaluated. Operational
conditions were initially determined to maximize oil extraction from both green
and roasted coffee beans. Also, conditions were study to obtain the highest and
the lowest diterpene levels on green and roasted coffee oil, respectively. To
accomplish this, operational temperature (60, 70, 80 and 90 °C) and CO;
density (0.68, 0.71, 0.77, 0.81, 0.84 and 0,88 g mL™") were optimized for coffee
oil extraction. Time static extraction (5 min), granulometry (0.297 to 0.35 mm),
extraction sample weight (200 mg), CO, flow (1.5 mL min™), and time of
dynamic extraction (20 min) were kept constant. For each temperature and
density combination, three extraction conditions were selected to obtain the pre-
determined objectives. Therefore, static extraction time (0, 2 and 5 min),
granulometry (0.297 to 0.35 mm; 0.35 to 0.42 mm; 0.42 to 0.50 mm), extraction
sample weight (100, 150 and 200 mg), CO- flow (1.5, 2.0 and 2.5 mL min™") and
dynamic extraction time (5 min until the maximum oil extraction) were
optimized. QOil content levels, FA and diterpene concentration of the oil were
compared to the results obtained with the extraction with Soxhlet apparatus, in
which hexane was utilized as solvent. FA profile was similar in both oil
extraction methods. In addition, FA composition was not modified by the
different density and temperature combinations used in the SC-CO,. However,
SC-CO; was able to completely extract the coffee oil (determined with hexane
extraction). Best results were obtained with the following raw material
characteristics and extraction conditions for green and roasted coffee beans,
respectively: moisture content (9.98 and 2.40 %), granulometry (200 mg for
both beans), CO; flow (1.5 and 2.0 mL min™), non-static extraction and 5 min

static extraction utilization. For green coffee oil, the most efficient extraction



(mass of oil per unit of CO, consumption) was obtained with temperature of 90
°C and CO, density of 0.77 g mL™". These conditions promoted completely oil
extraction within 20 min, using 28.6 g of CO, (7.13 x 10™ g oillg CO,). The
highest concentration of diterpenes was obtained with 70 °C and 0.74 g mL-1 of
CO,. The extracted oil contained cafestol at 201.7 mg 100 g and kahweol at
251.6 mg 100 g"'. These diterpenes values were 52.5 % and 52.8 % lower
when compared to oil obtained with the hexane extraction. Roasted coffee oill
was completely extracted in 20 min at 70 °C and CO, density of 0.84 g mL™.
This condition was also the most efficient to significantly reduce the oil
diterpene concentrations. Cafestol and kahweol levels were 94.4 and 114.7 g
100 g, respectively. These values represented a reduction of 71.3 and 71.2 %,
compared to levels obtained in oil extraction using hexane. In general, an
inverse correlation was observed between the amount of extracted oil and
diterpene concentration levels. As a result, different oil contents with different
diterpene concentrations could be successfully obtained using this technique.
For example, a reduction of 71 % on diterpene levels of roast coffee oil
significantly increases its stability and sensorial profile, and decreases

hypercholesterolemic effect.
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INTRODUGAO

O gréao de café verde possui em torno de 10 % a 15 % de 6leo com
elevado teor de compostos insaponificaveis, dos quais fazem parte
principalmente os diterpenos cafestol e caveol, presentes exclusivamente no
café. Esta composi¢ao peculiar do 6leo de café verde torna-o valioso para a
industria de cosméticos dadas as suas propriedades amaciantes, emolientes e
hidratantes, além da capacidade de bloquear a radiacdo solar. Outras
propriedades, como antinflamatérias e anticarcinogénicas sao também citadas
na literatura.

Ja o café torrado contém alta quantidade de compostos volateis que
proporcionam o seu sabor e aroma caracteristicos, os quais sdo encontrados
principalmente no seu o6leo. Por isso, o 6leo de café torrado € utilizado na
industria de alimentos como fonte de aroma, em produtos de confeitaria, balas
e chocolates, na producdo de café instantaneo, onde pode ou nao ser
adicionado no final do processo.

A presenca do cafestol e do caveol no 6leo afeta a sua estabilidade e
diminui a sua qualidade sensorial (HAMELL et al., 1979). Adicionalmente, a
presencga dos diterpenos cafestol e caveol no éleo de café torrado (= 1 %), tem
sido considerada responsavel pela elevacao do colesterol em consumidores de
café que nao utilizam filtro de papel na sua obtengdo, como o café expresso,
turco e grego, os quais apresentam altas quantidades de dleo. Desta forma,
este tipo de bebida possui elevada quantidade de diterpenos, podendo
aumentar os niveis de colesterol de quem os consome.

Devido a estas questdes, os diterpenos como qualquer outra substancia,
nao podem ser classificados unicamente como benéficos ou maléficos. De
acordo com CAVIN et al. (1998), a exposi¢ao a doses aceitaveis em relagdo a
atividade hipercolesterolémica pode ser benéfica em relagdo as propriedades
nutracéuticas dadas, principalmente, pelo potencial anticarcinogénico destas
substancias. Esta observacdo, coloca os diterpenos em uma classe de
compostos a qual pode ser considerada futuramente para a inclusdo em
alimentos como aditivo (HUBER et al., 2002), além de poderem ser utilizados

na industria farmacéutica e de cosméticos.



Outro fator importante a ser ressaltado é que existe certa especificidade
destas duas substancias em relagdo a atividade hipercolesterolémica ou
anticarcinogénica. Se por um lado o cafestol tem demonstrado ser o composto
chave no aumento dos niveis de colesterol (POST et al., 1997), o caveol
parece desempenhar a funcdo anticarcinogénica em maior grau (LAM et
al., 1982), o que amplia o seu leque de aplicagdes potenciais.

Tradicionalmente, os Oleos vegetais sdo obtidos por prensagem, cujo
rendimento é geralmente baixo, ou por meio de solventes organicos, como o
hexano, que extraem completamente o 6leo, mas que podem deixar residuos
de solvente no 6leo, diminuindo a sua qualidade e também causar sérios
problemas ambientais com o descarte do solvente.

O rendimento médio em éleo de café verde, na extragao por prensagem
a frio, ndo ultrapassa 3,5 % (Zanze Cosméticos, Espirito Santo do Pinhal, Sdo
Paulo, informagao pessoal). Em relagao a produgao do 6leo de café torrado, no
Brasil, algumas poucas empresas o processam para a industria de alimentos.
Nestas, a extragdo se da exclusivamente por prensagem, obtendo-se um
rendimento que raramente ultrapassa 5 % (Cia Cacique de Café Soluvel,
Londrina, Parana, informacao pessoal).

Como alternativa aos processos tradicionais, a tecnologia de extragao
com fluidos supercriticos tem sido utilizada ha algum tempo. Avangos na
aplicacao de CO, supercritico tem tornado esta técnica atrativa para a extracao
de biomaterias sem as desvantagens dos métodos classicos de extragao. Além
de ndo poluir o ambiente, e resultar em produtos de alta qualidade sem
residuos de solventes, este processo pode ser empregado para o seu
fracionamento, facilitando a separagdo de compostos desejaveis e/ou
indesejaveis.

O potencial do uso desta tecnologia deve-se a sua habilidade em extrair
componentes de matrizes complexas, consubstanciado por leis ambientais
cada vez mais severas aos processos industriais, e a demanda pelos
consumidores por produtos naturais (TEJA e ECKERT, 2000; PERRUT, 2000).

Em café, a tecnologia de extragdo supercritica tem sido quase que
exclusivamente empregada para a sua descafeinizagdo, sendo que inumeros

trabalhos e patentes tem sido publicados a esse respeito. Na literatura foram



encontradas duas patentes visando a extragcao do 6leo de café torrado como
fonte de aroma, uma nos EUA e outra na Alemanha. Entretanto, nenhum
destes trabalhos avaliou o comportamento dos diterpenos presentes no 6leo e
tdo pouco a extragao do 6leo de café verde.

Portanto, o desenvolvimento de uma metodologia para a obtencgao
destes produtos trara avancos para a industria nacional de alimentos, de
cosmeéticos, e farmacéutica, diminuindo a dependéncia em tecnologia externa
para a sua producdo, além de agregar valor ao produto, e aumentar a

competitividade do 6leo de café brasileiro nos paises consumidores.
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1. Teoria dos fluidos supercriticos

A obtencdo de produtos de ocorréncia natural faz parte do nosso
cotidiano e diversas etapas podem estar envolvidas nos processos
empregados na sua obtencdo. Segundo MOHAMED (1997), estas etapas
podem ser simplesmente mecanicas ou envolver operagdes de transferéncia
de massa, como extracdo, destilagao, absorcédo, adsorcao, entre outras. Neste
sentido, os fluidos supercriticos apresentam-se como meios bastante atrativos
no processamento de produtos de ocorréncia natural devido a certas
caracteristicas inerentes, como a facilidade de recuperacdo do soluto,
reciclagem do solvente e a possibilidade de direcionar a separagdo pela
escolha das condi¢cdes termodinamicas de temperatura e/ou presséo.

De acordo com SIHVONEN et al. (1999), o estado supercritico foi
registrado pela primeira vez em 1822 pelo Barao Gagniard de la Tour. Mais de
meio século depois, em 1879, Hannay e Hogarth demonstraram o poder
solvente dos fluidos supercriticos. Mas somente 100 anos depois, esta
tecnologia passou a ser utilizada em laboratérios e posteriormente em escala
industrial.

O estado supercritico € atingido quando a temperatura e a presséo a
que uma substancia é submetida sdo elevadas ao seu ponto critico (Figura 1).
A partir deste ponto n&o existe mais distingdo entre a fase gasosa e a liquida, e
o fluido ndo é liquefeito com o aumento da pressdo, nem tampouco é
transformado em gas pelo aumento da temperatura (SHIVONEN et al., 1999).

A pressao critica € definida como a pressao maxima na qual um liquido
pode ser convertido a um gas pelo aumento da temperatura. Analogamente, a
temperatura critica é considerada a temperatura maxima na qual um gas pode
ser convertido a um liquido pelo aumento de pressao. Desta forma, acima do
ponto critico, variacdes de pressao e de temperatura ndo modificam a fase do
fluido (RIZVI et al., 1986), e ele adquire propriedades intermediarias aquelas
apresentadas na forma de gas e de liquido, como pode ser observado na
Tabela 1.

Dado a estas caracteristicas, propriedades fisico-quimicas dos fluidos

supercriticos como densidade, difusividade, constante dielétrica e viscosidade



podem ser facilmente controladas por variagdes de pressao e temperatura sem
que ocorra mudanga de fases (SIHVONEN et al., 1999).

Figura 1 — Diagrama de fases de uma substancia pura (P, = presséo critica;
T. = temperatura critica). Fonte: McCHUGH e KRUKONIS (1994).

Tabela 1 — Propriedades fisicas tipicas dos fluidos supercriticos em diferentes

estados.
Gas Fluido supercritico Liquido
Propriedade P=0,1 mPa Pc 4Pc P =0,1 mPa
T=15a30°C Tc Tc T=15a30°C
Densidade (g/cm®)  0,0006 a 0,002 0,2a0,5 0,4a0,9 06a1,6
Viscosidade (uPa.s) 10a 30 10a 30 30a90 200 a 3000

Difusividade (cm?/s) 0,1a0,4 0,7x10° 0,2x10° (0,2a2)x10°

Fonte: modificado de RIZVI et al. (1986a).

Como pode ser observado, a densidade de um fluido supercritico &
proxima aquela apresentada pelos liquidos, mas a difusividade e a viscosidade

sdo semelhantes aquelas dos gases. Estas propriedades tornam os fluidos



supercriticos interessantes ja que a alta densidade proporciona a eles um
poder solvente semelhante ao apresentado pelos liquidos, enquanto a alta
difusividade e a baixa viscosidade permitem alto poder de penetragdo em
diferentes matrizes, propriedade esta apresentada pelos gases (RIZVI et
al., 1986a), o que favorece a transferéncia de massa no processo de extragao.

Diferentemente dos liquidos, entretanto, onde a densidade é dificil de
ser modificada, nos fluidos supercriticos ela pode ser facilmente alterada pela
variagao da temperatura e pressao, notadamente a ultima. Pequenas variagdes
de pressao proximas ao ponto critico provocam grandes mudangas na
densidade do solvente, o que consequentemente modifica a sua capacidade de
solvatagcdo (SIHVONEN et al., 1999). Isto acontece porque a medida que as
condicbes de temperatura e de pressao de uma substancia aproximam-se de
seu ponto critico, sua compressibilidade isotérmica tende ao infinito, e o seu
volume molar ou a sua densidade modificam-se drasticamente (McHUGH e
KRUKONIS, 1994).

A observacdo de um grafico de presséo reduzida (Pr = P/P;) versus
temperatura reduzida (Tg = T/T.) ilustra melhor este comportamento (Figura 2).
Para uma temperatura reduzida entre 0,9 a 1,2 a densidade reduzida (pr=
plpc) pode aumentar de 0,1 (densidade comum para os gases) a 2,5
(densidade comum para os liquidos), a medida em que a pressao reduzida &
aumentada para valores proximos de 1,0. Entretanto, a medida em que a
temperatura reduzida (Tg) € aumentada para 1,55 o fluido supercritico
expande, e pressoes reduzidas maiores que 10,0 sdo necessarias para obter
densidades semelhantes as de um liquido. Deste modo, as variagdes de
pressao e temperatura nesta regido sao utilizadas para regular a densidade e o
poder de solvatagao de um fluido.

McHUGH e KRUKONIS (1994), descreveram o comportamento da
solubilidade do naftaleno solido em etileno supercritico (T, = 9,3 °C,
P.= 50,5 bar) (Figura 3).



Figura 2 — Variagdo da densidade reduzida de um composto puro, em
condigbes proximas ao ponto critico (McHUHG e KRUKONIS,
1994).

Na isoterma de 12 °C (Tg = 1,01) a solubilidade do naftaleno aumenta
abruptamente até a pressao de 50 bar, o que corresponde a presséao critica do
etileno. A pressdes abaixo de 50 bar a sua solubilidade é muito baixa, uma vez
que a pressdo critica ndo ¢é atingida. E interessante notar que o
comportamento desta isoterma € parecido com a isoterma reduzida igual a
1,0 (Tr =1,0) da Figura 1.

A Figura 4 apresenta a regido supercritica, bem como a subcritica
(nearcritical-liquid) para o didoxido de carbono. Obviamente, o estado
supercritico esta situado acima de Pr = 1 e de Tg = 1, e a regido subcritica é
definida por FILLIPI (1982) como estando entre Tk =0,95e Tg=1.
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Figura 3 — Solubilidade do naftaleno sdlido no etileno supercritico (PC = ponto
critico) (McHUHG e KRUKONIS, 1994).

Figura 4 — Densidade reduzida versus pressdo reduzida para o diéxido de
carbono puro. (RSC = regiao supercritica; RSB = regido subcritica)
(FILIPPI, 1982).



Observa-se que em valores préoximos ao ponto critico, a medida em que
a temperatura aumenta ocorre uma diminuicao relativa da densidade, o que se
por um lado aumenta a difusividade do solvente e a pressdo de vapor do
soluto, diminui o seu poder de solvatacdo. Assim, a concentragcdo do soluto no
solvente sera fungdo destas duas variaveis. Observa-se também pela
extrapolacdo das isotermas do grafico, que em pressdes muito elevadas a
maior influéncia na solubilidade é dada pela alteragcdo da temperatura, e nao
mais pela variagdo de densidade.

Contudo, para condicbdes de pressio usuais de extragcao, a modificacado
da densidade, traduzida na capacidade de solvatagao do solvente, é a base
para todo o processo de extracdo com fluidos supercriticos. Quanto maior a
densidade, maior sera o poder de extracdo de um fluido, entretanto, menor a
sua seletividade (REVERCHON et al., 1995).

Desta forma, o aumento da densidade aumenta o poder de solvatagcéo
do fluido supercritico, assim como o aumento da temperatura melhora a sua
difusividade, e consequentemente a capacidade de extracdo. Entretanto, altas
temperaturas nem sempre sdo vantajosas, ja que elas resultam na redugao da
densidade do fluido, diminuindo o seu poder solvente (FATTORI et al., 1988).
Por esta razdo, a definicdo do bindmio pressao/temperatura adequado,
determina o sucesso ou nédo do processo extrativo.

Como demonstra a Tabela 2, o ponto critico de uma substancia para
outra varia consideravelmente, o0 que aumenta a possibilidade do emprego de
diferentes fluidos em diferentes aplicacbes. Fluidos com temperatura critica
proxima a ambiente, como o didéxido de carbono, etano e etileno séao
interessantes para a extragao de aromas, e lipidios termolabeis. Por outro lado,
hidrocarbonetos de alta massa molar podem ser empregados na extracdo de
fracbes de petroleo que apresentam alta massa molar (McHUGH e
KRUKONIS, 1994).
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Tabela 2 — Condicbes de temperatura e pressao criticas para diferentes

solventes
Solvente Temperatura critica Pressao critica
(°C) (bar)
Didxido de carbono 31,1 73,8
Etano 32,2 48,8
Etileno 9,3 50,4
Propano 96,7 42.5
Propileno 91,9 46,2
Cicloexano 280,3 40,7
Isopropanol 235,2 47,6
Benzeno 289,0 48,9
Tolueno 318,6 411
p-xileno 3431 35,2
Clorotrifluorometano 28,9 39,2
Triclorofluorometano 198,1 44 1
Ambnia 132,5 112,8
Agua 374,2 220,5

Fonte: McHUGH e KRUKONIS (1994)

1.1. Diéxido de carbono como fluido supercritico (CO,-SC)

Mesmo com a disponibilidade de fluidos com diferentes poder solvente,
€ extremamente dispendioso atingir o ponto critico de determinadas
substancias, como a agua, por exemplo, que apesar de ser um solvente
extremamente polar, ao contrario do CO,, apresenta temperatura e pressao
criticas bastante elevadas (Tabela 2). Além disso, alguns fluidos sao toxicos e
outros apresentam alta inflamabilidade, tornando a utilizagcdo do CO,, puro ou
em misturas com modificadores, como o mais atrativo.

Fluidos inertes, ndo-toxicos, ndo-inflamaveis, ndo-agressivos ao meio
ambiente e com temperaturas criticas baixas, como o didxido de carbono,
apresentam a possibilidade de realizagao da extracéo e do fracionamento sem
os riscos de deixar residuos indesejaveis e/ou provocar a degradagao térmica
dos produtos obtidos (MOHAMED, 1997).

De acordo com RAMSAY (1991), o uso do CO, como fluido supercritico

apresenta vantagens como a baixa presséao critica (73 bar) e a temperatura
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critica (31 °C) préxima a ambiente, o que facilita a sua utilizacdo. Possui baixa
toxidez, ndo é explosivo, ndo poluente, e disponivel em grandes quantidades,
sendo facilmente removido do produto extraido, podendo entdo ser reciclado.
Além de ser ambientalmente inécuo, o CO; é considerado seguro a exposi¢cao
humana em niveis aceitaveis, podendo ser liberado no ambiente.

Apesar de apresentar inumeras vantagens, a utilizagdo do CO,-SC é
limitada por ser um solvente essencialmente apolar, dificultando assim a
extracdo de muitos compostos polares e ibnicos. O baixo poder solvente do
CO, se deve a baixa constante dielétrica, situada entre 1,4 e 1,5 enquanto a
grande maioria dos solventes organicos possui constante dielétrica variando de
25 a 4,0. Para comparagdo, a constante dielétrica da agua ¢é
aproximadamente 78.

Para diminuir esta limitacdo, a capacidade solvente essencialmente
apolar do CO,-SC pode ser alterada com a adicdo de modificadores,
surfactantes e quelantes (BRENNECKE, 1997), com os quais forma misturas
facilmente, e aumenta a sua for¢ca solvente. A adicdo de co-solventes ou
modificadores aumenta a solubilidade do soluto. O efeito co-solvente é definido
como a razao entre a solubilidade obtida com a utilizagcdo do co-solvente e
aquela obtida sem a sua utilizagcdo (WANG et al., 2001). Normalmente,
modificadores como o etanol, sdo utilizados na extracdo de Oleos vegetais
quando se deseja melhorar a extragdo de compostos polares lipossoluveis,
como fosfolipidios, pigmentos e acidos graxos livres (MISHRA et al. 1994;
STHAL et al., 1980).

2. Aplicacoes dos fluidos supercriticos
A primeira aplicagdo em escala industrial dos fluidos supercriticos foi
realizada na década de 70 para a descafeinizagdo do café

(GOPALAKRISHNAN, 1990). De la para ca, varios trabalhos tem aumentado o

leque de aplicagdo, como pode ser observado nas Tabela 3 e 4.
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Tabela 3 — Possiveis aplicagées do CO,-SC

Industria

Finalidade

Industria de
alimentos e bebidas

Industia
farmacéutica

Industria de
cosméticos

Obtencao de aromas e esséncias; pigmentos naturais;
gorduras animais, fosfatidios (p. e., lecitina);
condimentos (p. e., baunilha, pimenta, cravo, noz
moscada); gorduras e Oleos vegetais a baixas
temperaturas; aromas de frutas; lupulo; café e cha sem
cafeina.

Obtencdo de extratos de plantas (p.e., valeriana,
camomila, pimenta); e principios ativos para drogas (p.
e., penicilinas, esterdides).

Obtencao de dleos essenciais; substancias ativas de
origem vegetal; oOleos e gorduras de alto valor
agregado (p. e., acidos graxos e substancias
presentes em 6leos).

Fonte: modificado de UHDE (n.d.).

Além da sua utilizacdo como solvente de extracdo, os fluidos

supercriticos, especialmente o CO,-SC, tém sido empregados como meio para

reagcdes enzimaticas e quimicas (McHUGH e KRUKONIS, 1994), e como

técnica cromatografica alternativa a cromatografia de fase liquida e gasosa
(FLAMENT et al., 1994).

Atualmente, uma das aplicagdes mais promissoras esta relacionada a

extragao de ingredientes para alimentos, compostos nutracéuticos e farmacos
(PERRUT, 2000). De acordo com TEJA e ECKERT (2000), unidades de

extracdo de compostos nutracéuticos e fitoquimicos obtidos de produtos

naturais tem sido construidas no extremo oriente, objetivando, por exemplo, a

extracao de ginseng.
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Tabela 4 — Plantas industriais

Empresa Atividade Capacidade

» General Foods (Houston, EUA) Decafeinizagéo de 50.000 ton/ano

» Kaffee HAG AG (Bremen, Alemanha) café 22.000 ton/ano

» Hermsen (Bremen, Alemanha) 22.000 ton/ano

= SKW Trostberg (Pozzilo, Italia) Desconhecida

= SKW Trostberg AG (Alemanha) Decafeinizacao de 6.000 ton/ano

cha

» Pfizer Hops Extraction (Sidney, Australia) Extrac&o de lupulo Desconhecida

» Hopfenextraktion HVG, Barth, Raiser & 22.000 ton/ano
Co. (Wolznach, Alemanha)

= Hops extraction Corp. of America 1.000 a 2.000
(Yakima, EUA) ton/ano

» J. |. Haas, Inc. (Yakima, EUA) Desconhecida

» Carlton & United Breweries Ltd. Desconhecida

(Melbourne, Australia)

= SKW Trostberg AG/HEG Extracao de lupulo e 10.000 ton/ano
(Munchmuenster, Alemanha) especiarias

» Pauls & White, Inglaterra Desconhecida

= Philip Morris (Hopewell, EUA) Extrag&o de nicotina Desconhecida

» Kerr (McGee, EUA) Rose (6leos residuais) Variavel

= Cammilli Albert & Louie (Grasse, Franga) Extracdo de 4 ext. de 100L
fragrancias

» Flavex GmbH (Rehlingen, Alemanha) Extragédo de 1 ton/dia
fragrancias e aromas)

= Mori Oil Mills (Ise, Jap&o) Extragédo de oleo de Desconhecida
milho

= Mori Oil (Masuzaka, Japao) Extragdo de corantes  Extr. de 500L

» Fuji Flavor (Japao) de pimenta Desconhecida

= Sumitomo Seiko (Japao) Desconhecida

* Yasuma (Japéo) Desconhecida

» Hasegawa Koryo (Japao) Desconhecida

» Takasago Foods (Japao) Desconhecida

» Takada Pharmaceuticals (Jap&o) Purificacéo de Extr. de 1200 L
residuos
farmacéuticos

» Marbet GmbH (Dusseldorf, Alemanha) Acidos graxos de Desconhecida
cevada

= Agrofarm (Inglaterra) Refino de 6leo de Desconhecida

piretro com CO,

Fonte: SUTTER et al. (1994).
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2.1. Extracao de 6leos vegetais com fluidos supercriticos

A aplicagdo comercial mais importante da tecnologia dos fluidos
supercriticos na industria alimenticia € a extracdo da cafeina do café, com
unidades de extragdo na Alemanha, Japdo, EUA e Austria (SALDANA et al.,
1997; GOPALAKRISHNAN, 1990; TEMELLI et al., 1988).

Contudo, com a expansao da aplicagdo desta tecnologia, passou-se a
ser utilizada também para a extracéo e fracionamento de 6leos e gorduras de
diferentes fontes (MODEY et al., 1996). Alguns exemplos podem ser citados,
como Oleo de milho (UHDE, n. d.), 6leo de soja (FRIEDRICH et al., 1982),
canola (FATTORI et al.,, 1988), 6leo de manteiga (CHEN et al.,, 1992), de
sementes de uva, (GOMEZ et al., 1996), de buriti (FRANCA et al., 1999), de
palma (MARKOM et al., 2001), de girassol (BRAVI et al., 2002) bem como para
a purificagdo de oleo de frituras (YOON et al., 2000) e o refino de azeite de
oliva lampante (BONDIOLI et al., 1992).

Para a extragdo de Oleos vegetais utilizam-se normalmente pressdes e
temperaturas relativamente baixas, variando de 200 bar a 300 bar, e de 40 °C a
60 °C, respectivamente (MAHESHWARI et al., 1992; FRANCA e MEIRELLES,
1997), embora pressdes de até 700 bar tenham sido utilizadas por FRIEDRICH
et al. (1982) para a extragao de 6leo de soja.

A manipulacdo das variaveis pressdo e temperatura permite a
otimizagdo do rendimento em o6leo bem como a seletividade dos diferentes
componentes presentes. GOMEZ et al. (1996), extraindo 6leo de sementes de
uva por CO»-SC, obtiveram rendimento similar a extragcdo com hexano por
20 horas em aparelho de Soxhlet. Este resultado foi obtido com a extragao a
40 °C por 3 horas e pressao de 350 bar, e a qualidade do 6leo foi considerada
superior a do oOleo extraido com solvente, o que também foi observado por
STAHL et al. (1980) com a qualidade dos dleos de soja, algodao e colza.

STAHL et al. (1982), observaram em o6leo de mamona, que a
solubilidade dos lipidios no dioxido de carbono supercritico aumenta, com o
aumento da pressao. Entretanto, este aumento além de proporcionar maior
rendimento em Oleo, altera o teor dos diferentes constituintes presentes, ja que

a seletividade diminui com o aumento da densidade.
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Além da pressédo e temperatura de extragido, outras variaveis como o
tamanho das particulas e umidade dos grdaos devem também ser considerados
na otimizacdo do rendimento em 6leo, e foram estudados por GOMEZ et al.
(1996), na extracdo de oOleo de semente de uva. Os resultados obtidos
demonstraram que teores de umidade da matéria-prima entre 0,35 % e 6,3 %
proporcionaram rendimentos semelhantes, diferentemente do tamanho das
particulas, que apresentou diferencas significativas de rendimento, na faixa
entre 0,35 mm a 2,83 mm. FOLSTAR (1989), também demonstrou que o
didmetro das particulas do café influencia no rendimento em 6leo, sendo que
quanto maior o diametro, menor é o rendimento.

A extragédo de oleo de café torrado com CO, supercritico foi conduzida
por duas empresas alemas e patenteada nos EUA e na Alemanha (ROSELIUS
et al., 1982; BRIMMER, 1996).

ROSELIUS et al. (1982), demonstraram que a temperatura de extracéao
do oleo influencia na sua cor bem como no aroma. Neste trabalho sdo dados
exemplos de rendimento, com temperaturas de extracado variando de 50 °C a
150 °C e pressdes de aproximadamente 294 bar a 1763 bar. Os rendimentos
variaram de 8,7 % (80 °C e 294 bar) a 13 % (150 °C e 304 bar). Neste ultimo, o
Oleo apresentou uma cor bastante escura e um aroma forte de queimado,
provavelmente devido a alta temperatura, necessaria para aumentar o
rendimento.

Ja BRIMMER (1996), concluiu que as variaveis temperatura e pressao
ideais para garantir o maior rendimento em 6leo de café e a maior quantidade
de compostos volateis extraida, sdo de 75 °C e 280 bar, respectivamente. O
autor trabalhou com pressdes variando de 74 bar a 350 bar, e temperaturas
entre 31 °C e 90 °C.

3. O café

Apesar de ser originario da Etiopia, o café passou a ser cultivado para a
obtencao de bebida na Arabia, para onde foi levado no século XV. Mais tarde,
por volta de 1600, os turcos levaram o café para a Europa, de onde foi
disseminado rapidamente para o resto do mundo. Em 1650 foi aberta a

primeira casa de café em Oxford, na Inglaterra, e 25 anos depois elas ja eram
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quase 300. O Rei da Franca Luiz XIV foi presenteado com esta planta em
1714, e a disseminou na América Central e do Sul, por meio de suas colbnias
(SMITH, 1989).

No Brasil, o café foi introduzido no século XVIII pela Guiana Francesa e
foi disseminado em toda a costa, chegando ao Rio de Janeiro, Sdo Paulo e ao
Parana, tornando o Brasil o maior produtor e exportador mundial de café
(AGRIANUAL, 2002).

Duas espécies sdo comercialmente cultivadas, a Coffea arabica e a
Coffea canephora, respectivamente conhecidas como café arabica e café
robusta, e apresentam diferencas em relagdo a sua composicdo quimica,

incluindo os teores de 6leo e a sua composi¢cao em diterpenos.

4. O 6leo de café

4.1. Teor de 6leo

Em relagao ao teor de 6leo, fatores como espécie, condicdes de cultivo,
aléem do método de extragcdo e determinacado utilizados s&o importantes.
Segundo FOLSTAR (1989), o café arabica contém maiores quantidades de
6leo que o café robusta. Os resultados encontrados por varios autores
apresentaram teores variando de 10,5 % a 17,7 % e 8 % a 10 %,
respectivamente (PINTO e CARVALHO, 1961; TANGO, 1963; LERCKER et al.,
1996a; MAZZAFERA et al., 1998). De acordo com FOLSTAR (1989), a torragao
praticamente ndo afeta a quantidade absoluta de 6leo, entretanto, a perda de
umidade aumenta o seu teor relativo. A quantidade de d6leo de café extraida
industrialmente € sempre menor que aquela determinada analiticamente.
Segundo CALLE VELEZ (1960), a extracdo do 6leo de café por solvente,
quando utilizada nas industrias, raramente ultrapassa 10 %.

Este comportamento também é observado na extracdo por prensagem.
LOPEZ-FONTAL e CASTANO-CASTRILLON (1999), determinaram a
quantidade de 6leo em uma variedade colombiana de café arabica, e obtiveram
valores em torno de 17 %. Entretanto, o rendimento em 6leo quando obtido por

prensagem foi de 6,8 % a 8,7 %.
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4.2. Composigao do 6leo

O dleo de café distuingue-se da maioria dos 6leos vegetais dada a maior
quantidade de compostos insaponificaveis. Enquanto os 6leos vegetais
possuem em torno de 95 % de trigliceridios, o 6leo de café apresenta em torno
de 80 % (AL KANHAL, 1997). Sdo compostos principalmente pelos acidos
palmitico e linoléico, com teores de aproximadamente 35 % e 42 %,
respectivamente (MURATORE et al., 1998).

Os lipidios do grao de café verde estao presentes principalmente no
endosperma, e contém uma fragdo consideravel de compostos insaponificaveis
(LOPEZ-FONTAL e CASTANO-CASTRILLON, 1999) (Tabela 5), os quais
conferem caracteristicas importantes, sendo os alcoois diterpénicos cafestol e
caveol e seus ésteres, os mais importantes (FOLSTAR, 1989; AL KANHAL,
1997).
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Tabela 5 — Composicao lipidica de graos de café verde (porcentagem média do

total de lipidios)

Componente %
Acido graxos:
C14:0 0,09
C15:.0 0,04
Cc16:0 34,77
C16:1 0,03
c18:0 7,68
C18:1w9 8,33
C18:1w11 0,49
C19:0 0,02
C18:2 42,30
C20:0 2,75
C20:1w9 0,27
C18:3 1,34
C21:0 0,07
C22:0 0,75
C23:0 0,08
C24:0 0,23
Trigliceridios® 75,2
Esteres de alcoois diterpénicos e acidos graxos 108’45
Alcoois diterpénicos 3’2
Esteres de esterdis e acidos graxos 2’2
Esterois ’
Tocoferois 0(’)014 ) %%6
Fosfatidios 0.6—1.0

Derivados de “triptamina”

FONTE: Maier (1981) citado por FOLSTAR (1989); '"MURATORE et al. (1998).

Os diterpenos (Figura 5) e seus ésteres foram isolados da fragao

insaponificavel do café verde em 1932 e 1938, respectivamente (LAM et al.,

1982).

Cafestol

Figura 5 — Estruturas quimicas do cafestol e do caveol.

CH,OH

OH

Caveol
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O café arabica possui maiores quantidades de diterpenos que o café
robusta. As quantidades no grédo de café verde, variam de 1,3 % a 1,9 %
(m/m) e 0,2 % a 1,5 %, respectivamente (VIANI, 1989; RATNAYAKE et al.,
1993). Em relagdo ao o6leo, LERCKER et al. (1996b) quantificaram os
diterpenos em café verde e torrado obtido de varias regides produtoras. Para o
café arabica verde obtido do Brasil, a quantidade de cafestol e de caveol foi de
533,7 mg/100g de o6leo, e 619,2 mg/100g de dleo; enquanto o café torrado,
apresentou valores de 432,1 mg/100g e 572,3 mg/100g, respectivamente.

Os diterpenos cafestol e caveol existem no 6leo na forma livre em menor
quantidade, e esterificados aos acidos palmitico, linoléico e estearico
(VAN ROOU et al., 1995). Segundo os autores, o 6leo de café arabica contém
maiores quantidades de acidos graxos esterificados ao cafestol e caveol, que o
6leo de café robusta. O ultimo, além de possuir menores quantidades de

ésteres de cafestol, apresenta somente tragcos de ésteres de caveol (Tabela 6).

Tabela 6 — Diterpenos livres e esterificados em 6leo de café verde

Composto C. arabica C. canephora
(g/kg) (g/kg)
Caveol esterificado a acidos graxos 85 1
Cafestol esterificado a acidos 68 29
graxos
Caveol livre 2 nd
Cafestol livre 2 1
16-O-metilcafestol nd 9

FONTE: VAN ROOWJ et al. (1995).

5. Aplicagoes do d6leo de café verde na industria de alimentos e
farmacéutica

Evidencias tém sugerido a presenga de compostos no café que
estimulam a formacdo de agentes desintoxicantes in vivo. O consumo de café
reduz, por exemplo, os niveis séricos de y-glutamiltransferase, considerada um
marcador de doengas relacionadas ao figado (NILSSEN e FORDE, 1994;
TANAKA et al., 1998), o que de acordo com URGERT et al. (1995) e URGERT
e KATAN (1997), deve-se a presenca dos diterpenos cafestol e caveol.

Adicionalmente, estudos comprovaram cientificamente que o café ndo possui
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potencial carcinogénico (HASEGAWA et al., 1995). De acordo com PEZZUTO
et al. (1986), os diterpenos presentes no café ndo apresentam atividade
mutagénica em Salmonella typhimurium, ao contrario do steviosidio, um
glicosidio diterpénico presente no adogante obtido da stévia.

Varios trabalhos tém demonstrado que os diterpenos do café
apresentam propriedades anticancerigenas, pela inducdo da atividade de
glutationa-S-transferases — GST (CAVIN et al., 1998; SCHILTER et al., 1996;
LAM et al.,, 1982). Este sistema de enzimas (GST) catalisa a ligagdo de
compostos eletrofilicos carcinogénicos como a aflatoxina By (AFB4) (CAVIN et
al., 1998), o DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antraceno) (WATTENBERG, 1983) e o
2-amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina (PhIP) (HUBER et al., 1997), a
glutationa (GSH), reduzindo o seu efeito deletério.

Metabdlitos secundarios como a aflatoxina B1 (AFB4), por exemplo,
produzida por algumas espécies de fungos do género Aspergillus, sao potentes
indutores da formacéo de cancer do figado em diversas espécies de mamiferos
(homem, ratos, entre outros), em contraste com os camundongos, 0s quais s&o
pouco sensiveis (CAVIN et al., 1998). Na verdade, os compostos derivados da
AFB+, apos ser metabolizada pelo citocromo P450, é que apresentam atividade
cancerigena, particularmente a aflatoxina B4-8,9-epdxido (AFBO) (NIGAM e
GHOSH, 1997), um metabdlito instavel que prontamente forma ligagdes com
sitios nucleofilicos do DNA, causando mutacbes em células sadias
(GALLAGHER et al., 1994). Felizmente, este epdxido pode ser inativado antes
da sua reacdo com o DNA, pela conjugacdo com a glutationa, mediada pela
glutationa-S-transferase (DEGEN e NEWMAN, 1978).

Varias substancias possuem o poder de aumentar a atividade da GSH, e
uma das mais potentes é o 3-tert-butil-4-hidroxianisole (BHA). Para
comparagdo, LAM et al. (1982), testaram sob as mesmas condi¢des
experimentais a inducdo da atividade de GSH pelo BHA e pelo palmitato de
caveol, no intestino delgado de camundongos, e concluiram que o ultimo foi
trés vezes mais potente.

WATTENBERG (1983), observou a inibicdo de neoplasia em ratos, um
tumor mamario especifico, induzida antes e apdés a administragdo de DMBA,

utilizando uma dieta contendo café verde. Apés a alimentacdo com 10 % e 20
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% de café verde, e administracdo posterior de DMBA, 75 % e 44 % dos ratos
apresentaram tumores, respectivamente. No grupo controle, a incidéncia foi de
91 %. Quando os ratos foram alimentados com 10 % de café verde apds a
administracdo de DMBA, 50 % deles apresentaram tumores enquanto 94 %
foram afetados no grupo controle. Resultados no mesmo sentido foram obtidos
por WATTENBERG e LAM (1983) apds a intubagédo oral com palmitato de
cafestol ou palmitato de caveol.

Em trabalho semelhante, MILLER et al. (1988) observaram somente o
aparecimento de tumores ocasionais na cavidade bucal de hamsters, tratada
3 vezes por semana com uma solugdo 0,5 % de DMBA em 6leo mineral, e
alimentados com uma dieta contendo 20 % de café verde. Todos os animais
que nao receberam a dieta contendo o café verde apresentaram tumores
multiplos.

Em outro trabalho com hamsters, MILLER et al. (1991) alimentaram os
animais com uma dieta contendo 0,2 g/kg e 2,0 g/kg de uma mistura
equivalente de cafestol e caveol, obtendo 30 % e 40 % de reducdo da
incidéncia de tumores, respectivamente. CAVIN et al. (1998), observaram uma
reducéo de 50% na formagao de compostos de ligagdo com o DNA, apéds a
administracdo de 6200 ppm de uma mistura de cafestol e caveol
(52,5 % : 47,5 %) em ratos.

Contudo, o primeiro estudo com células humanas foi publicado por
CAVIN et al. (2001) utilizando células epiteliais do figado. Neste trabalho foi
demonstrado que o mecanismo envolvido na diminuicdo da atividade
cancerigena em humanos pelos diterpenos, é semelhante aquele observado
em ratos, sugerindo que os resultados obtidos com esses animais podem ser
extrapolados para os humanos. Foi observado um aumento da atividade de
GST concomitante a reducado de até 45 % na expressdo de subunidades de
citocromo P450, e por consequéncia, dos niveis de compostos de ligagao.

De acordo com LAM et al. (1982), os diterpenos cafestol e caveol sdo
dois potentes agentes anticancerigenos, ja que promovem um aumento da
atividade da GSH, o que também é sugerido por SCHARF et al. (2001).
O Dr. Lam e seus colaboradores (LAM et al., 1982) constataram que esta

atividade é dose dependente, e atribuiram o maior efeito ao palmitato de caveol
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enquanto o cafestol apresentou menor atividade (5,6 e 3,9 vezes maior que o
controle, respectivamente).

Em trabalho subsequente com cafestol e caveol modificados
quimicamente, os mesmos pesquisadores concluiram que a atividade
anticancerigena € induzida pelo anel furanico dos diterpenos e nao pela fungao
glicol (LAM et al., 1987). MILLER et al. (1994) especularam sobre a maior
atividade do caveol, também comprovada no trabalho anterior, ser devido a
presenca da ligagao dupla entre os carbonos 1 e 2 no caveol.

Segundo CAVIN et al. (2001), existem dois mecanismos pelos quais
acredita-se ocorrer esta atividade em ratos e humanos. O primeiro se da devido
a reducdo da expressdo de subunidades do citocromo P450, associado a
bioativagdo da AFB4 a AFBO; o segundo, ocorre devido a indugéo da atividade
da GSH, pela qual ocorre a desintoxicagao provocada pela AFBO.

Por meio dos trabalhos de HUBER et al. (1997) e HUBER et al. (2002),
€ possivel avaliar estes mecanismos de forma mais aprofundada, embora de
acordo com CAVIN et al. (2002), eles ainda nao estejam totalmente elucidados.
No primeiro, os autores verificaram a redu¢ao da formagao de cancer de célon
em ratos, provocada por uma amina heterociclica aromatica, a 2-amino-1-metil-
6-fenilimidazol [4,5-b] piridina (PhIP), com a administracdo dos diterpenos. A
PhIP é uma amina formada por pirélise durante a cocgcdo de alimentos,
frequentemente encontrada na urina de humanos apds a ingestdo de carne
cozida (LYNCH et al., 1992), e é responsavel pelo aparecimento de cancer de
mama, da prostata, do sistema linfatico e do célon (CAVIN et al., 2002), sendo
o ultimo, uma das mais frequentes formas de cancer do mundo ocidental
(ADAMSON et al., 1996).

Junto a uma mistura de palmitato de cafestol e palmitato de caveol (1:1)
foram testadas outras 16 substancias com possivel atividade anticancerigena,
dentre elas o cha preto e o benzilisotiocianato. A atividade anticancerigena foi
medida pela redugdo dos niveis de compostos de ligagdo formados por
ligacdes covalentes entre o DNA e derivados do PhIP. Esta reducado foi de
67 %, 66 % e 54 %, para o cha preto, o benzilisotiocianato e a mistura de
diterpenos. Entretanto, somente a mistura de diterpenos esteve associada a
inducdo de GST.
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Para que ocorra a ligagado covalente entre o PhIP e o DNA é necessario
que a amina seja primeiramente oxidada a N-hidroxi-PhIP, reagdo catalisada
pelo citocromo P450. Em seguida, este intermediario é transformado em
diferentes ésteres eletrofilicos reativos, na presenca de acetiltransferases,
sulfotransferases e quinases, que prontamente reagem covalentemente com
moléculas de DNA, formando os compostos de ligacdo (HUBER et al., 1997).
Desta forma, a reducdo dos niveis de citocromo pelos diterpenos reduz o
potencial cancerigeno de certas substancias, incluindo a PhIP e a prépria AFB;
(HUBER et al., 2002).

Adicionalmente, a reacdo de reducado das formas oxidadas de PhIP é
outro mecanismo importante para a diminuicio de sua capacidade
cancerigena, envolvendo a GSH, a qual é catalisada pela GST (HUBER et al.,
1997).

Os estudos de HUBER et al. (2002), verificaram a ativagdo da GSH em
diferentes orgdos de ratos utilizando uma mistura de cafestol e caveol (1:1) e
cafestol puro, mostrando com maior clareza a indugdo da atividade desta
enzima. De acordo com estes autores, além de induzir a atividade da GST,
ocorre uma inducdo da atividade da glutamilcisteina sintetase (GCS), uma
enzima limitante na sintese de GSH, pelo aumento dos niveis de mRNAs da
GCS, o que consequentemente eleva a atividade da GSH. O aumento da
atividade foi dose dependente, e mais pronunciada em células do figado, que
do pancreas, colon e rins.

Resumidamente, os complexos mecanismos pelos quais os diterpenos
atuam podem ser explicados pela indugdo da atividade da enzima glutaiona-S-
transferase (GST), pelo aumento da expressao da glutamilcisteina (GCS), e
consequente aumento da atividade da glutationa (GSH), e pela inibicdo da
expresséo e/ou atividade do citocromo P450. Isto significa que os diterpenos
podem ser considerados agentes bloqueadores de metabdlitos com potencial
para se ligar ao DNA, modificando-os permanentemente, o que diminui a
formacgao de tumores (CAVIN et al., 2002).
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6. Aplicagoes do dleo de café torrado na industria de alimentos

O dleo de café torrado € um produto que possui valor elevado como
aromatizante, para as industrias de doces, biscoitos, café instantaneo, café
gelado, sorvetes, sobremesas, café capuccino, pudins, e produtos a base de
leite (CIA IGUACU DE CAFE SOLUVEL, 2000), dado ao seu aroma
pronunciado.

Uma das utilizagdes do oleo de café torrado na industria pode se dar na
sua adicdo aos graos de café antes da sua moagem. Estes 6leo séo
previamente aromatizados com diversos aromas como os de chocolates, rum,
baunilha, entre outros (NATURE'S FLAVORS, 2002) conferindo ao café
aromas diferenciados.

Na industria de café soluvel, uma das formas de melhorar o seu sabor &
reincorporar o Oleo de café torrado, durante a sua obtencdo (VARGAS-
VARGAS-ZAPATA et al., 1996). Por isso, varias técnicas para reincorporagao
do éleo no café soluvel tém sido patenteadas (KOCH et al., 1994; STOECKLI e
BERRY, 1989; JASOVSKY et al., 1985; KATZ et al., 1985).

Contudo, como ja comentado, a elevada fragcao insaponificavel presente
no oleo, e consequente concentragdo dos diterpenos n&o é desejavel dada a
sua capacidade hipercolesterolémica. Além disso, de acordo com HAMELL et
al. (1979), o dleo livre de diterpenos € considerado de melhor qualidade
sensorial que o 6leo bruto.

A consideravel fragdo insaponificavel apresentada pelo 6leo levou
pesquisadores a desenvolver técnicas para a sua remocdo. Neste sentido
foram realizados alguns trabalhos com o intuito de diminuir a concentragao de
diterpenos no 6leo ou no proprio café torrado, quer seja por saponificacdo
(HISBRUNNER et al., 1981), por aquecimento e extragcdo com solugdo aquosa
de isopropanol (ROYCHOUDHURY e RATHINDRA, 1985), ou por tratamento
com acidos, separagao cromatografica e destilagdo (HAMELL et al.,, 1979).
BAECHLER e HISBRUNNER (1999) utilizaram acido fosférico para a remogao
dos compostos diterpénicos de café para a utilizagdo em alimentacdo animal.

A propria possibilidade da reutilizagdo do café verde apds a extragao do

seu Oleo, para o processamento como café torrado, abre perspectivas no que
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diz respeito a producdo de um café com baixos indices de diterpenos, e que
poderia ser utilizado sem restricdes, em relagdo a sua propriedade

hipercolesterolémica, além de apresentar melhor estabilidade a oxidacéo.

7. Aplicagoes na industria de cosméticos

Oleos vegetais, inclusive o de café, tém sido utilizados ha anos na
industria de cosméticos (ALVAREZ e RODRIGUEZ, 2000). ANDERSEN (2000),
compilou no International Cosmetic Ingredient Dictionary and Handbook as
informacdes acerca do uso do café arabica na industria de cosmeéticos.
Segundo ele, além do 6leo de café, os extratos de sementes e folhas também
sdo utilizados como fonte de aroma e como agente condicionador para a pele.

O dleo de café torrado tem sido empregado na industria de cosméticos,
para a formulacdo de batons e produtos onde se deseja proporcionar o seu
aroma (CAMPO RESEARCH, 2000; BRANNA, 2000). Entretanto, a
caracteristica mais interessante conferida pelo 6leo de café verde, é a
capacidade de bloquear a radiagao solar UVB (280 a 320 nm), a qual mesmo
possuindo capacidade bronzeadora, causa eritrema na pele humana, sem
contudo impedir a passagem de raios UVA (320 a 400 nm), responsaveis pelo
bronzeamento saudavel (CONNOCK, 1999; GROLLIER e PLESSIS, 1988).
Esta funcdo, acredita-se ser causada pelos diterpenos cafestol e caveol e seus
ésteres (BERTHOLET, 1987; BERTHOLET, 1988; PELLE, 1999; SNOI
INTERNATIONAL, 2000).

Outra fracdo importante do 6leo de café para a industria de cosméticos
sdo os acidos graxos presentes. O produto final das glandulas sebaceas da
pele humana, chamado de sebo cutaneo, é constituido por compostos lipidicos
como acidos graxos, trigliceridios, colesterol, esqualeno, ceras, etc. Assim, o
sebo cutaneo é importante por formar uma capa protetora na pele, e funcionar
como um agente hidratante natural (TISNES, 1992). Entretanto, dadas as
sucessivas agressoes sofridas pela pele, esta capa protetora é freqientemente
removida (CONNOCK, 1999). O ¢6leo de café por sua vez, restaura a capa
protetora da pele, melhorando a aparéncia e a sua textura (CONNOCK, 1999,
MONTCILLIAC, 2002).
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De acordo com CONNOCK (1999), o acido linoléico, presente em altas
concentragbes no o6leo de café, faz parte dos acidos graxos essenciais,
juntamente com o &cido linolénico e araquidénico. Estes acidos sdo muito
interessantes quando utilizados em cosméticos, e estudos tém demonstrado
que a sua caréncia leva a diferentes tipos de disturbios na pele, inclusive a
deficiéncia no processo de queratinizacio, levando a sua descamacao.

O dleo de café além de possuir a habilidade de absorver a radiagcao
solar indesejavel em testes in vivo (GROLLIER e PLESSIS, 1988), promove a
lubrificagdo da pele e regeneragao da barreira hidrolipidica (CONNOCK, 1999).

Os estudos de GROLLIER e PLESSIS (1988) foram patenteados pela
empresa L'Oreal (Paris), no Departamento de Patentes Americano. O dleo
extraido da borra de café por solventes organicos, bem como fragdes ricas em
diterpenos obtidas por destilacdo molecular, foram testadas em humanos como
componentes de uma série de produtos para a pele, dentre eles, diferentes
emulsées, géis e em misturas com outros Oleos vegetais. Os resultados
demonstraram que o 6leo, além de possuir caracteristicas desejaveis como
facilidade para aplicacao e distribuicdo uniforme nos veiculos disponiveis para
utilizagdo em cosmeticos, possui a propriedade de permitir a passagem dos
raios UV benéficos a pele e de bloquear aqueles causadores de eritrema. Esta
caracteristica importante ndo € observada em outros 6leos vegetais utilizados
em cosmeéticos, os quais absorvem em outros comprimentos de onda que nao
na faixa nociva a pele.

Os estudos concluiram também que a maior protecdo a radiagao foi
apresentada pelas fragdes ricas em diterpenos, demonstrando a sua
importancia na protecao aos raios UV. Os autores apresentam também alguns
exemplos de formulados para utilizacdo como filtro solar.

PELLE (1999), registrou uma patente na qual outra propriedade dos
diterpenos, mais especificamente do cafestol e de seus ésteres foi
comprovada. Neste trabalho, estes compostos demonstraram a capacidade de
aumentar a barreira lipidica do stratus corneun, a camada mais externa da
pele. Esta camada € constituida por células queratinizadas e por espacos
intercelulares preenchidos por diferentes lipidios, e funciona como uma barreira

natural, impedindo a entrada de substancias indesejaveis nas camadas
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internas, além de evitar a perda de agua. Os testes demonstraram que o
cafestol promove um aumento da camada de stratus corneun pelo aumento da
diferenciagao celular, além de aumentar a sintese de lipidios.

O autor enfatizou também que a utilizacdo de outros d6leos vegetais,
ceras e manteigas como recuperadores da barreira lipidica natural, proporciona
um aspecto gorduroso a pele, o que é indesejado. Além disso, estes produtos
somente promovem o aumento da barreira lipidica enquanto estdo em contato
com a pele, desaparecendo tdo logo sejam removidos, quer seja naturalmente
ou pela acdo de detergentes, sabdes e da prépria agua. Isto diferencia o
cafestol e seus ésteres, ja que estes induzem a formacao da barreira lipidica
natural, permanecendo assim o efeito apos a sua remogao.

No Brasil, a Zanze Cosméticos, sediada em Espirito Santo do Pinhal,
Sao Paulo, desenvolveu uma linha de cosméticos totalmente baseada na
utiizacdo do o6leo de café verde. Esta empresa possui convénios com
fornecedores, que apos a extracdo do dleo, retornam o café a industria que
processam normalmente para a produgéo do café torrado (FOLHA DE SAO
PAULO, 1998). Recentemente, a Davene langou um protetor solar para peles

negras o qual contém 6leo de café na sua composicao (DAVENE, 2002).
8. Propriedade hipercolesterolémica e hiperlipidémica do 6leo de café

Como citado, os diterpenos cafestol e caveol estdo associados a
algumas atividades fisiolégicas em seres vivos (BAECHLER e HISBRUNNER,
1999), principalmente ao aumento da atividade de enzimas no figado
(URGERT et al., 1995; URGERT & KATAN, 1997). Algumas destas atividades
sdo consideradas benéficas, como a propriedade anticancerigena. Nao se sabe
ao certo quais sdo exatamente as atividades indesejaveis associadas a estes
compostos, entretanto, uma delas refere-se ao aumento do risco de doencgas
cardiovasculares pelo aumento da concentracdo de homocisteina (GRUBBEN
et al., 2001), e principalmente pelo incremento nos niveis de LDL no sangue
(VAN DE WOUW et al., 1994; HECKERS et al., 1994 e VAN ROlJ et al., 1995).

O aumento dos niveis de homocisteina plasmatica &€ considerado um
indicio do risco de aparecimento de doencas cardiovasculares, e tem sido

correlacionado a ingestdo de café ndo filtrado, o qual contém altas
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concentracdes de diterpenos (GRUBBEN et al., 2001). Entretanto, URGERT et
al. (2000) observaram rapido aumento na concentragao deste marcador apds a
ingestdo de café filtrado, o qual contém quantidades bem menores de
diterpenos. Em artigo de revisao, THELLE et al. (1987) observaram que dois
tercos dos estudos conduzidos até entdo com o intuito de verificar a relagao
entre o consumo de café e o aumento dos niveis de colesterol no sangue,
obtiveram resultados positivos.

Outra observacao foi a de que esta relagdo era mais evidente nos
estudos conduzidos em paises escandinavos (FORDE et al., 1985; ARO et al.,
1985; ARO et al., 1987; BAK e GROBEE, 1989) que naqueles desenvolvidos
na Europa e nos Estados Unidos (ROSEMARIN et al., 1990; VAN
DUSSELDORRP et al., 1990; SUPERKO et al., 1991; SEDOR et al., 1991). Isto
levou os pesquisadores a abandonar a pratica de atribuir a cafeina qualquer
disturbio fisiolégico que o consumo de café pudesse provocar, ja que tanto na
Escandinavia quanto na Europa e nos Estados Unidos, o café continha cafeina,
naturalmente. A ndo associacdo da cafeina com os niveis de colesterol foi
demonstrada em alguns trabalhos, como os desenvolvidos por ZOCK et al.
(1990), VAN DUSSELDORRP et al. (1990) e WEI et al. (1995).

Nos paises escandinavos, a populagdo ainda possui o antigo habito de
obter a bebida adicionando o p6 de café a agua fervida, ingerindo-a apos a
decantacgao da borra (café fervido). Todavia, a redugéo dos niveis de colesterol
na populagao escandinava foi registrada a partir de 1985 (STENSVOLD et al.,
1996). De acordo com STAVRIC (1992) a partir de 1960, boa parte da
populacdo passou a utilizar filtros de papel no preparo da bebida, e em 1987,
somente um quarto da populagéo finlandesa ainda consumia o café fervido.

BAK e GROBEE (1989), especularam sobre o possivel mecanismo pelo
qual o café fervido aumenta a concentracdo de colesterol plasmatico. Duas
hipoteses surgiram, a primeira postulava que a elevada temperatura de preparo
da agua do café fervido, a qual ficava em contato direto com o pé de café por
um tempo relativamente longo, poderia extrair uma maior quantidade dos
compostos responsaveis pela atividade hipercolesterolémica. A segunda, que
veio a ser confirmada posteriormente, acreditava que estes compostos eram

retidos pelo filtro de papel, e, portanto, estariam presentes no café fervido.
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De fato, os estudos conduzidos por ARO et al. (1987) e ZOCK et
al. (1990) esclareceram esta duvida, concluindo que o efeito
hipercolesterolémico do café ¢é causado pelos lipidios, presentes em
quantidades elevadas nas bebidas de café que nao utilizam filtros de papel
para o seu preparo, e concluiram ainda, que a fragao insaponificavel do 6leo é
que era responsavel por esta atividade fisiologica.

Estes estudos foram corroborados posteriormente pelos trabalhos de
VAN DE WOUW et al. (1994), HECKERS et al. (1994) e VAN ROlJ et al.
(1995), os quais elucidaram a questdo, concluindo que os compostos
responsaveis pelo aumento do colesterol sdo os diterpenos cafestol e caveol,
presentes em grande quantidade na fragdo insaponificavel do oleo.

RATNAYAKE et al. (1993), observaram que o conteudo de lipidios
encontrado em café expresso obtido do café arabica, foi de 2260 mg/L (12,5 %
de alcoois diterpénicos), enquanto que a bebida de café, obtida em cafeteiras
que utilizam filtros de papel, apresentou valores meédios de 23,4 mg/L (10,4 %
de diterpenos). Considerando-se a porcentagem de diterpenos encontrada no
Oleo, tem-se que o café expresso continha 282,5 mg/L de diterpenos, enquanto
a bebida obtida em cafeteiras utilizando filtros de papel, 2,43 mg/L.

Existem controvérsias em relacdo ao efeito do café instantaneo na
elevacdo dos niveis de colesterol. Isto porque, teoricamente, este produto
apresenta teores muito baixos de 6leo, devido a sua forma de obtencéo.
Entretanto, algumas industrias adicionam o 6leo nas etapas finais de producao,
como fonte de aroma, enquanto outras ndo o fazem. Neste sentido, a variacédo
na quantidade de dleo no café instantdneo pode ser bastante grande (URGERT
et al., 1995) e o seu efeito hipercolesterolémico pode variar proporcionalmente.
Bak (1990) citado por MIYAKE et al. (1999) observou que a ingestdo de uma
xicara de café instantédneo por dia estava associada ao aumento de 0,85 mg/dL
nos niveis de colesterol total no sangue de mulheres. Enquanto o trabalho de
BURR et al. (1995) demonstrou que a quantidade de colesterol total aumentou
em 0,45 mg/dL (0,12 mmol/L) com a ingestao de 5 xicaras de café instantadneo
por dia. De acordo com os autores, a ingestdo desta quantidade de café por
seis semanas tem um efeito marginal no aumento do colesterol, e, em pessoas

normais, ndo € necessario restringir o seu consumo.
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MIYAKE et al. (1999), trabalhando com 4587 homens entre 48 e
56 anos, observou que a ingestdo de uma xicara de café instantédneo
diariamente, aumentou o nivel de LDL colesterol sanguineo em 0,82 mg/dL,
concluindo que a ingestao desta bebida esta associada ao seu aumento. O
mecanismo associado a atividade hipercolesterolémica ainda ndo esta bem
definido, mas envolve o aumento dos niveis de LDL e a diminuigdo dos niveis
de HDL (ESPARZA, 1998).

Segundo POST et al. (1997), o cafestol é que confere a maior elevagao
da concentragao de colesterol no sangue de mamiferos, sendo o caveol menos
importante, conclusdo também obtida por URGERT et al. (1997). De acordo
com o primeiro trabalho, a conversdao do colesterol em &acidos biliares no
figado, € a rota mais importante para a sua eliminagéo, e o aumento dos niveis
de LDL esta associado a diminuicdo da sintese de acidos biliares.

A reacdo da biossintese dos acidos biliares a partir do colesterol,
envolve a hidroxilagdo do colesterol pela enzima 7a-hidroxilase, no reticulo
endoplasmatico, ou alternativamente pela acdo da enzima esterol 27-
hidroxilase. Como os diterpenos cafestol e caveol sdo estruturalmente
semelhantes aos esterdis, e estes, como os oxiesterois, podem inibir a agao da
7a-hidroxilase e a formacéo dos acidos biliares, a partir do colesterol, pode ser
inibida por estes compostos. Desta forma, o cafestol inibiria a sintese dos
acidos biliares pela diminuicdo da atividade de 7a-hidroxilase e esterol 27-
hidroxilase, e também pela diminuicdo da transcricdo dos genes que codificam
essas duas enzimas (POST et al., 1987).

Trabalhos de revisdo efetuados por ROOS e KATAN (1999), indicaram
que o cafestol € a substancia conhecida que apresenta o maior poder
hipercolesterolémico, e que o caveol é responsavel por somente 20 % do efeito
provocado pela ingestédo de 6leo.

Os autores descrevem trés mecanismos que podem estar envolvidos na
elevacdo dos niveis de colesterol pelo cafestol, sendo que um deles € o mais
plausivel. Este mecanismo envolve o efeito do cafestol na supressdo da
transcricdo de genes ligados a formagdo de importantes reguladores do

metabolismo de lipidios em humanos, como a lipase lipoprotéica, os receptores
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de LDL e a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), levando a sua
diminuicdo, e consequente aumento dos niveis de colesterol.

Além da atividade hipercolesterolémica, varios estudos tém
demonstrado a capacidade dos diterpenos de elevar os niveis de trigliceridios
em individuos normais. De acordo com ROOS et al. (2001), o aumento nos
niveis de trigliceridios plasmaticos e do colesterol parece ser regulado
independentemente no figado. Enquanto o aumento dos niveis de colesterol
pode ser explicado, por exemplo, pela supressao da sintese de acidos biliares,
0 mecanismo pelo qual ocorre a atividade hiperlipidémica, se da pelo aumento
da quantidade de VLDL; apo B no plasma sanguineo, induzida pelos

diterpenos, no figado.
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CAPITULO 1 - CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA E DO OLEO
EXTRAIDO COM SOLVENTE



1.1. INTRODUGCAO

Originario da Etiopia, o café passou a ser cultivado para a obtengao de
bebida na Arabia, para onde foi levado no século XV. Mais tarde, por volta de
1600, os turcos levaram o café para a Europa, de onde foi disseminado
rapidamente para o resto do mundo. Em 1650 foi aberta a primeira casa de
café em Oxford, na Inglaterra e 25 anos depois, ja eram quase 300. O Rei da
Franca Luiz XIV foi presenteado com esta planta em 1714, e a disseminou na
América Central e do Sul, por meio de suas colénias (SMITH, 1989).

No Brasil, o café foi introduzido no século XVIII vindo da Guiana
Francesa e foi disseminado em toda a costa, chegando a S&o Paulo e o
Parana, tornando o Brasil o maior produtor e exportador mundial de café.

Duas espécies sao comercialmente cultivadas, a Coffea arabica e a
Coffea canephora, respectivamente conhecidas como café arabica e café
robusta. Estas duas espécies apresentam diferencas em relacdo a sua
composi¢ao quimica, também observadas entre o café verde e o torrado.

Em relagao ao teor de 6leo, fatores como espécie, condicdes de cultivo,
aléem do meétodo de extracdo e determinagdo utilizado sdo importantes.
Segundo FOLSTAR (1989), o café arabica contém maiores quantidades de
6leo que o robusta. Os resultados encontrados por varios autores
apresentaram teores variando de 10,5 % a 17,7 % e 8 % a 10 %,
respectivamente (PINTO e CARVALHO, 1961; TANGO e CARVALHO, 1963;
LERCKER et al., 1996a; MAZZAFERA et al., 1998). De acordo com FOLSTAR
(1989), a torracdo praticamente ndo afeta a quantidade absoluta de 6leo,
entretanto, a perda de umidade aumenta o seu teor relativo.

Em relagdo a composicao, o 6leo de café possui menor quantidade de
compostos saponificaveis que o0s Oleos comestiveis, e geralmente n&o
ultrapassa 80% de trigliceridios, os quais sdo compostos principalmente pelos
acidos palmitico e linoléico, com teores de aproximadamente 35 % e 42 %,
respectivamente (MURATORE et al., 1998). Em contrapartida, a quantidade de
compostos insaponificaveis € bastante elevada, podendo chegar a 12 % ou
mais (AL KANHAL, 1997).
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Por sua vez, a fracdo insaponificavel do 6leo de café é rica nos
diterpenos caveol e cafestol, e seus ésteres (VIANI, 1988; URGERT et al.,
1995), os quais foram isolados da fragédo insaponificavel do café verde em 1932
e 1938, respectivamente (LAM et al., 1982).

O café arabica possui maiores quantidades de diterpenos que o café
robusta. As quantidades no grédo de café verde, variam de 1,3 % a 1,9 %
(m/m) a 0,2 % a 1,5 %, respectivamente (VIANI, 1988; RATNAYAKE et al.,
1993). Em relagdo ao oleo, LERCKER et al. (1996b) quantificaram os
diterpenos em café verde e torrado obtido de varias regides produtoras. Para o
café arabica verde obtido do Brasil, a quantidade de cafestol e de caveol foi de
533,7 mg/100g de d6leo, e 619,2 mg/100g de dleo; enquanto o café torrado,
apresentou valores de 432,1 mg/100g e 572,3 mg/100g, respectivamente.

Os compostos diterpénicos cafestol e caveol existem no 6leo na forma
livre, e principalmente esterificados com acidos graxos, principalmente
palmitico, linoléico e estearico (VAN ROOLJ et al., 1995).

O objetivo desta etapa do trabalho foi caracterizar a matéria-prima e o
6leo obtido convencionalmente com hexano, em relagdo a umidade, teor de
Oleo, perfil de acidos graxos e teor de diterpenos, sendo importante para o
desenvolvimento das etapas seguintes, servindo de base para a comparagao e

o entendimento dos resultados obtidos na extragcdo com CO; supercritico.

1.2. MATERIAL E METODOS

Esta etapa foi conduzida no Laboratério de Andlise de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.

Amostras de café arabica verde e torrado (Coffea arabica) foram
gentilmente fornecidas pela Companhia de Café 3 Coragdes S.A. (Santa Luzia,
MG). O café verde foi torrado a temperatura de 237 °C por 13,17 min em
torrefador de cilindro rotativo Lilla Oppus 40.

Para evitar a oxidagdo do 6leo e de seus componentes, as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos de polietilenotereftalato laminado,

sob vacuo, e armazenadas em congelador a temperatura de —15 °C.
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1.2.1. Preparo da matéria-prima

Tanto o café verde quanto o café torrado, foram triturados para redugao
do seu tamanho, utilizando um moedor de café de bancada (Arbel, Brasil),
visando aumentar a area interfacial para transferéncia de massa e
consequentemente aumentar a extracdo do 6leo. Os graos triturados foram
classificados em peneiras de forma a obter 3 fragbes de diferentes didmetros
(0,297 mm a 0,35 mm; 0,35 mm a 0,42 mm e 0,42 mm a 0,50 mm).

As fragbes obtidas foram acondicionadas sob atmosfera de nitrogénio

em frascos de vidro de 250 mL com tampas de metal a temperatura de —15 °C.

1.2.2. Teor de umidade da matéria-prima

O teor de umidade foi determinado por gravimetria pelo método de
secagem em estufa, a temperatura de 105 °C durante 24 horas (SALDANA et
al., 1997).

1.2.3. Determinacgao do extrato etéreo

A determinagédo do extrato etéreo nos graos de café verde e torrado foi
realizada em aparelho Soxhlet, segundo o método oficial da AOAC ref. 8 n°
15.033 (AOAC, 1997). Para tal, as amostras de café verde e de café torrado
foram extraidas em aparelho de Soxhlet, utilizando hexano p.a. como solvente,
por um periodo de 16 horas. O solvente foi removido com o auxilio de um
evaporador rotativo (Fisatom, modelo 802, Brasil), fazendo-se em seguida o
resfriamento e a pesagem do baldo de extracdo, com o que foi obtido o teor de
oleo, sendo acondicionado em frascos de 5 mL sob atmosfera de nitrogénio a —

15 °C para posterior analise.
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1.2.4. Perfil de acidos graxos e teor de diterpenos do 6leo

1.2.4.1. Preparo das amostras

Para a determinagao do perfil de acidos graxos e do teor de diterpenos,
o0 Oleo armazenado foi descongelado, e 50 mg de o6leo foram saponificadas
com 3 mL de uma solugédo de KOH 0,5 mol/L em metanol (HARTMAN & LAGO,
1973). A fragdo insaponificavel foi extraida da fragdo saponificada com 3 x
2mL de hexano. A fase metandlica foi utilizada para a determinacdo da
composicao em acidos graxos. O extrato em hexano foi usado para a

determinacao do teor de diterpenos.

1.2.4.2. Determinagao do perfil dos acidos graxos

Os acidos graxos da fragdo metanolica foram esterificados de acordo
com HARTMAN & LAGO (1973). Ao extrato metanodlico contendo os acidos
graxos foram adicionados 3 mL do reagente de esterificagdo. No seu preparo,
10 g de NH4CI foram adicionados a 300 mL de MeOH, seguido por 15 mL de
NH»SO4, utilizando-se um baldo de fundo chato. A mistura foi aquecida sob
refluxo em um condensador até a dissolugdo total do NH4Cl (em torno de 20
min). Os ésteres metilicos foram extraidos adicionando-se 5 mL de hexano
apos a adicao de 10 mL de solugao saturada de NaCl.

O perfil dos acidos graxos foi determinado por cromatografia de fase
gasosa, usando cromatografo Hewlett Packard 5890 Series I, equipado com
detector de ionizagao de chama a 260 °C e coluna capilar J & W Scientific, CP-
Wax (25 m x 0,32 mm x 0,20 ym) mantida a 215 °C. O gas de arraste utilizado
foi o hidrogénio a presséo de 15 psi e velocidade de 95,6 cm/s. A temperatura

do injetor foi mantida em 230 °C.

1.2.4.3. Determinacao do teor de diterpenos

Os diterpenos cafestol e caveol foram determinados por cromatografia

liquida de alto desempenho (CLAD), em cromatografo HP 1050A equipado com
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duas colunas HP-C4g (200 mm x 4,6 mm x 5 pum) conectadas em série e
detector de UV-VIS a 220 nm, utilizando-se como fase mdével metanol/agua
(85:15 %, v/v) e fluxo de 0,7 mL/min.

O extrato em hexano foi lavado com 1 mL de agua (3 vezes) para a
remocgao de residuos de sabdo. A fracdo organica contendo os diterpenos foi
entdo transferida para frascos ambar de 5 mL, evaporada sob fluxo de
nitrogénio com aquecimento a aproximadamente 45 °C, e ressuspensa em
1 mL de fase movel. As amostras foram filtradas em filtros de celulose
regenerada RC 55 de 0,45 um (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemanha) e
analisadas (CLAD).

As amostras foram injetadas com seringa de 100 uL em um Joop de

50 uL e os diterpenos quantificados utilizando-se curvas de calibragéo
construidas com padrdes de cafestol (LKT Labs, Inc. Saint Paul, Minessota) e
caveol (Sigma, Saint Louis, Missouri).

Para a construcao das curvas de calibragao, foi preparada uma solugao
estoque de cada padrao na concentracdo de 1 mg/mL, diluidos na fase moével.
As solugdes estoques foram diluidas de forma a se obter as seguintes
concentragbes para cada padrao: cafestol: 0,019 mg/mL, 0,038 mg/mL, 0,076
mg/mL, 0,114 mg/mL e 0,152 mg/mL; e caveol: 0,016 mg/mL, 0,032 mg/mL,
0,064 mg/mL, 0,096 mg/mL e 0,128 mg/mL.

O indice de recuperagdo do metodo foi realizado adicionando-se
quantidades crescentes de uma mistura de cafestol e caveol (1 mg/mL) a

amostras de 6leos de café verde e torrado.
1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1. Obtencao do café triturado
Os processos de extracdo de componentes de interesse requerem a
reducdo do tamanho das particulas da matéria-prima visando aumentar a

superficie de contato entre o solvente e a matéria-prima. Dependendo do

material, existe um diametro de particula 6timo para o processo extrativo. No
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caso do café, valores entre 0,15 mm e 0,85 mm s&o utilizados para a extragao
de oleo por solvente (FOLSTAR, 1989).
A trituracdo forneceu diferentes quantidades de café verde e torrado, em

cada peneira (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem relativa de cada fragédo obtida apds o peneiramento.

Fragcao Abertura da Café verde (%) Café torrado (%)
peneira (mm)
1 0,297 a 0,35 27,5 33,9
0,35a0,42 39,1 45,8
3 0,42 a 0,50 33,4 20,3

Observa-se que a maior quantidade foi obtida na fracdo 2 para ambas
as amostras, ou seja, entre 0,35 mm e 0,42 mm. Entretanto, o café torrado foi
triturado mais facilmente, devido provavelmente a baixa umidade e por isso,
comparativamente, apresentou maior quantidade na fragdo 1 (com menor

didmetro de particula) que o café verde na mesma fragao.

1.3.2. Teores de umidade e de 6leo

Os teores de umidade e de 6leo determinados para o café verde e o

torrado, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Teores de umidade e de 6leo do café verde e torrado.

Oleo (g/100g)
Umidade (%) Base umida (%) Base seca (%)
Café verde 9,98 10,23 11,37
Café torrado 2,40 15,42 15,49

Os teores de umidade encontrados por MURATORE et al. (1998) em
variedades de café procedentes de trés diferentes locais, variaram de 9,68 % a
10,48 % para o café verde e de 1,81 % a 1,85 % para o café torrado. Isto
demonstra que as amostras de café verde estdo dentro da faixa comum para o

café comercializado mundialmente, entretanto os resultados obtidos para o
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café torrado situam-se um pouco acima da faixa relatada, o que é aceitavel, ja
que o teor de umidade depende do tipo de torragdo a que o grao é submetido.
LERCKER et al. (1996a), por exemplo, obtiveram para o café arabica torrado
valores de umidade de 0,6 %.

Os teores de Oleo encontrados estdo dentro da faixa de valores
observados por outros autores, os quais variaram em base seca, de 10,5 % a
17,7 % para o café arabica (PINTO e CARVALHO, 1961; TANGO e
CARVALHO, 1963; LERCKER et al., 1996a; MAZZAFERA et al., 1998), e séo
iguais aos obtidos por LERCKER et al. (1996a), que foram de 11,4 % e 15,4 %,
para o café arabica verde e torrado, respectivamente. Como verificado por
FOLSTAR (1989), a torragdo ndo afeta significativamente a quantidade
absoluta de déleo, entretanto, a perda de umidade e de matéria seca aumentam
seu teor relativo. A perda de umidade nao justificaria por si s6 0 aumento no
teor de dleo, ja que a diferenca mesmo em base umida é consideravel, o que
demonstra que a perda de matéria seca causada principalmente pela pirdlise

de carboidratos contribui significativamente para este aumento.

1.3.3. Perfil de acidos graxos do éleo do café

A Tabela 3 apresenta o perfil de acidos graxos nos 6leos de café verde
e torrado por cromatografia de fase gasosa em comparagao aquele obtido por
LERCKER et al. (1996a).

Observa-se a predominancia dos acidos palmitico (C16:0) e linoléico
(C18:2), seguidos pelo acido oléico (C18:1) em menor concentragdo, os quais
somam aproximadamente 88 %. Ocorreu uma pequena variagdo na
composi¢ao dos acidos graxos, com a torragdo. Entretanto, esta variagdo nao
segue nenhuma tendéncia em relagdo a massa molar dos acidos graxos, a
qual poderia supostamente ocorrer em maior amplitude naqueles de cadeia
curta, dado a temperatura de torragcéao e a existéncia de acidos graxos livres no
6leo (NIKOLOVA-DAMYANOVA, 1998).
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Tabela 3 - Perfil dos acidos graxos no café arabica verde e torrado obtidos
neste estudo, comparados com outros trabalhos.

Acido graxo LERCKER et al. (1996a)

Café verde Café torrado

Café verde*

Café torrado*

C14:0 0,1 0,1 0,12 + 0,01 0,10 + 0,01
C16:0 30,9 33,9 32,44 +0,30 33,04 + 0,50
C16:1 tracos tracos <01 <01
C18:0 9,5 9,0 9,06 + 0,07 7,14 + 0,50
C18:109 9,4 9,1 9,18 + 0,05 8,78 + 0,21
C18:1011 - - 0,37 + 0,03 0,41 + 0,01
C18:2 43,4 425 43,50 +0,31 45,98 +0,96
C18:3 3,3 2,7 1,40 + 0,15 1,76 + 0,30
C20:0 1,2 1,2 2,65 + 0,05 2,00 + 0,05
C20:1 0,3 0,3 0,33+0,03 0,21+ 0,03
C22:0 0,9 0,6 0,82 +0,02 0,43 +0,08
C24:0 0,20 0,3 0,13 + 0,01 0,15+ 0,02

* Porcentagem de area relativa.

1.3.4. Determinacgao do teor de diterpenos do 6leo

No Brasil, nenhum estudo foi encontrado em relacdo a composi¢cado em
diterpenos de 6leo de café, devido possivelmente a dificuldade na obtencao de
padrées para identificacdo e quantificacdo de diterpenos, os quais somente

agora estao disponiveis no mercado.

1.3.4.1. Determinagao do indice de recuperagao do método

O indice de recuperacao do método foi testado adicionando-se 20 L,
40 pL e 60 pyL de uma mistura de caveol e cafestol (1 mg/mL) a amostras de
6leo de café verde e de café torrado, com teor de diterpenos conhecido, como
demonstrado na Tabela 4.

Como observado, o indice de recuperacao do método utilizado variou de
89,8 % a 109,1 % para o cafestol e de 88,2 % a 106,4 % para o caveol, sendo
os menores indices determinados nas amostras com as maiores
concentracdes.

Resultados prévios indicaram baixo indice de recuperagao (dados nao

apresentados) o que foi atribuido a alta temperatura (em torno de 70 °C)
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utilizada para auxiliar a remogao do hexano, com nitrogénio, tanto na etapa de
secagem da amostra para a determinagdo do teor de oOleo, quanto na sua
remocao para a ressuspencao da fase mével. Por esta razao, a temperatura da

amostra nestas etapas foi mantida em aproximadamente 45 °C.

Tabela 4 — indice de recuperacdo do método para determinacdo dos
diterpenos.
Valor Quantidade Valor indice de
original adicionada encontrado* recuperacgao
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (%)
Café verde
Cafestol
Amostra1  383,9+2,3 100 4954 + 8,6 102,4 £ 1,8
Amostra2 383,9%2,3 200 546,1 £ 4,7 90,1+ 3,9
Amostra3 383,9+2,3 300 614,1+£5,8 89,8+7,2
Caveol
Amostra1 476,2+6,4 100 599,5 £ 5,1 104,0 £ 10,2
Amostra2 476,2+6,4 200 632,9+£9,6 935+7,2
Amostra3 476,2+6,4 300 621,5+4,0 91,9+5,7
Café torrado
Valor Quantidade Valor indice de
original adicionada encontrado* recuperagao
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (%)
Cafestol
Amostra1  328,5% 3,9 100 467,4 + 3,6 109,1+£ 2,9
Amostra2  328,5 % 3,9 200 546,1 £ 8,0 103,3+6,0
Amostra3 328,5% 3,9 300 604,1£5,9 96,1+1,9
Caveol
Amostra1 397,8 £ 6,6 100 529,5+5,8 106,4 + 5,2
Amostra2 397,8 £ 6,6 200 552977 925+9,3
Amostra3 397,8 £ 6,6 300 615,5+ 10,1 88,2+8,4

*Valores médios de triplicatas.
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1.3.4.2. Teor de diterpenos

Observa-se na Figura 1 que os teores de cafestol e de caveol nos 6leos
de café estdo abaixo daqueles encontrados por LERCKER et al. (1996b) tanto
para o café verde (533,7 mg de cafestol e 619,2 mg de caveol por 100 g de
Oleo) quanto para o torrado (432,1 mg de cafestol e 572,3 mg de caveol por
100 g de oleo), mas como naquele trabalho, o caveol apresentou a maior
concentracdo, e com a torragdo, ocorreu uma diminuicdo no teor dos dois
diterpenos, que neste trabalho foi de 14,4 % e 16,5 % para o cafestol e caveol,
respectivamente. Esta redugdo da concentragcado foi também reportada por
NACKUNSTZ e MAIER (1987) e é dependente do grau de torragdo a que o
grao é submetido.

De forma contraria, quando os teores de diterpenos sédo considerados
em relacdo a massa de café, ocorre um pequeno aumento com a torracao,

reflexo direto da perda de matéria seca (Figura 2).
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Figura 1 — Teores cafestol e de caveol nos 6leos de café verde e torrado.

43



140

120 4 115,3

100 +

80 -

60 -

40 +

Diterpenos (mg/100g de café)

20 4

Verde Torrado

| W Cafestol O Caveol Ml Diterpenos totais |

Figura 2 — Teores de cafestol e de caveol no café verde e no torrado.
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1.4. CONCLUSOES

Os teores de umidade, 6leo e o perfil de acidos graxos apresentados
pelo café verde e torrado estdo dentro da faixa descrita na literatura.

Em relacdo aos diterpenos foram observados menores teores de
cafestol e de caveol que aqueles determinados por outros autores,
provavelmente originarios de caracteristicas intrinsecas da variedade utilizada.
Para o éleo de café verde, teores de cafestol e de caveol de 533,7 mg/100g de
Oleo e 619,2 mg/100g de 6leo foram observados por LERCKER et al. (1996b),
enquanto os valores determinados neste trabalho foram de 383,9 mg/100g de
Oleo e 476,2 mg/100g de oleo, respectivamente.

Os teores de caveol foram maiores que os de cafestol tanto no café
verde quanto no café torrado e a torracdo promoveu a redugao dos dois
diterpenos, comportamento também esperado. O teor de cafestol neste
trabalho foi reduzido para 328,5 mg/100g de 6leo, enquanto o de caveol para
397,8 mg/100g de dleo.
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CAPITULO 2 - EXTRAGAO DO OLEO E DE DITERPENOS DO CAFE
VERDE COM CO, SUPERCRITICO



1.1. INTRODUGCAO

Processos de extragao com fluidos supercriticos tém sido desenvolvidos
para a obtencdo de produtos com alto valor agregado, como suplementos
alimenticios e nutracéuticos, para os quais a caracteristica “natural” do
processo apresenta alto poder de marketing (SIHVONEN et al., 1999;
PERRUT, 2000).

A tecnologia dos fluidos supercriticos comegou a ser desenvolvida na
Alemanha, e propiciou a instalacdo da primeira unidade comercial, dedicada a
descafeinizacdo do café, na cidade de Bremen. A partir desta unidade, outras
surgiram para o mesmo fim, e, posteriormente, para a extracdo de lupulo. Com
o surgimento de concorrentes como os EUA a partir da década de 1980, os
alemaes investiram em novas areas, incluindo a descafeinizagdo de cha, e a
extracdo de aromas e aditivos para alimentos, compostos nutracéuticos e
principio ativos para a industria farmacéutica e de cosméticos (PERRUT,
2000).

Esta tecnologia, aplicada a extragao de produtos de alto valor agregado,
foi também levada para a Franca e Inglaterra, estendeu-se depois para o
Canada e mais recentemente atingiu paises da Asia, como a China, Coréia do
Sul e india (SIHVONEN et al., 1999; PERRUT, 2000).

Embora uma enorme quantidade de patentes que utilizam a tecnologia
dos fluidos supercriticos tenha sido requerida no mundo todo, poucas delas
realmente foram aplicadas industriaimente. Como exemplo, tem-se a
descafeinizagao do café e do cha e a extragédo de Ilupulo, onde esta tecnologia
substituiu a extragdo por solventes tradicional. Contudo, de acordo com
SIHVONEN et al. (1999), a extracdo de nicotina, extratos de especiarias, e de
Oleos e gorduras, sao aplicagdes industriais que tem ganhado bastante espaco.

De acordo com MERMELSTEIN (1999) e TEJA e ECKERT (2000), a
extragdo e purificagcdo de compostos com propriedades nutracéuticas, bem
como a extragao de principios ativos para produtos farmacéuticos continuarao
sendo areas de importancia na pesquisa e aplicacao de fluidos supercriticos.
Como resultado, o conhecimento da solubilidade, capacidade de extracéo,

pureza, e qualidade dos materiais obtidos, continuara a ser expandido, a
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medida em que mais produtos forem comercializados. A obtencao de acidos
graxos polinsaturados a partir de oleo de peixes, € um exemplo
(NILSSON, 1996; ESQUIVEL et al., 1997).

No café, varios trabalhos tém demonstrado que os diterpenos cafestol e
caveol presentes na fragdo insaponificavel do 6leo, apresentam atividades
nutracéuticas, dentre elas a propriedade anticarcinogénica (WILDMAN, 2001).
Isto se deve principalmente, a inducdo da atividade de glutationa-S-
transferases — GST (SCHARF, 2001; CAVIN et al., 1998; SCHILTER et al.,
1996; MILLER et al.,, 1991; MILLER et al., 1988; LAM et al.,, 1982). Este
sistema de enzimas catalisa a ligagdo de compostos eletrofilicos
carcinogénicos como a aflatoxina B1 (AFB1) (CAVIN et al., 1998), o DMBA
(7,12-dimetilbenz[alantraceno) (WATTENBERG, 1983) e o 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazol [4,5-b] piridina (PhIP) (HUBER et al., 1997), a glutationa (GSH),
reduzindo o seu efeito deletério.

Outro mecanismo ligado a atividade anticarcinogénica se deve a
reducdo da expressdo de subunidades do citocromo P450, associado a
bioativagdo aos compostos eletrofilicos (CAVIN et al., 2001).

Além disto, de acordo com BERTHOLET (1987, 1988), o cafestol possui
propriedades antiinflamatérias, o que torna a sua aplicagdo potencial na
industria farmacéutica.

Entretanto, uma das caracteristicas mais interessante do éleo de café
verde, € a capacidade de bloquear a radiagdao solar UVB (280 a 320 nm),
indesejavel a pele humana (CONNOCK, 1999), sem contudo impedir a
passagem de raios UVA (320 a 400 nm), responsaveis pelo bronzeamento
saudavel (GROLLIER e PLESSIS, 1988). Esta caracteristica € também
proporcionada pelos diterpenos e seus ésteres, naturalmente presentes na
fracdo insaponificavel do oleo de café (BERTHOLET, 1987; SNOI
INTERNATIONAL, 2000; PELLE, 1999).

Contudo, a ingestao de bebidas de café preparadas sem o uso de filtros
de papel, tem sido altamente correlacionada com a elevagdo dos niveis de
colesterol sanglineo em animais e humanos. Esta atividade fisiolégica é
também conferida pelos diterpenos, os quais sdo quase que totalmente

removidos da bebida quando filtros de papel s&o utilizados para a sua obtencéao
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(ZOCK et al., 1990; VAN DE WOUW et al., 1994; HECKERS et al., 1994; VAN
ROW et al., 1995).

Entretanto, de acordo com CAVIN et al. (1998), a exposi¢do a doses
seguras em relacdo a atividade hipercolesterolémica pode ser benéfica em
relagdo as propriedades nutracéuticas dadas pelo potencial anticarcinogénico
destas substéancias.

Esta caracteristica coloca os diterpenos em uma classe de compostos a
qual pode ser considerada futuramente para a inclusdo em alimentos como um
aditivo (HUBER et al.,, 2002), além de poder ser utilizada na industria
farmacéutica e de cosméticos.

Segundo PALMER e TING (1995), os processos que obtiveram sucesso
comercial utilizando fluidos supercriticos, como a extracdo da cafeina,
apresentam algumas caracteristicas em comum. Dentre elas estdo a obtencéao
de produtos de alto valor agregado os quais podem ser empregados nao
somente em alimentos, mas também em cosméticos. Na descafeinizacdo do
café por exemplo, sdo obtidos dois produtos com alto valor agregado, o café
descafeinado, e a propria cafeina, a qual encontra uma série de aplicagdes
industriais.

Neste sentido, a extragcao do oleo de café verde por CO,-SC além de
fornecer o 6leo para ser empregado tanto na industria de cosméticos quanto de
alimentos e farmacéutica, forneceria um café verde livre de dleo e de
diterpenos. Este café poderia futuramente vir a ser processado por meio de
técnicas modernas de torragdo, fornecendo um produto de alto valor agregado
para ser exportado para paises consumidores de café nao filtrado, por
exemplo.

A extracdo do o6leo de café verde utilizando diéxido de carbono
supercritico ainda nao foi encontrada, tampouco as condigdes nas quais 0s
diterpenos cafestol e caveol podem ser extraidos. Portanto, este trabalho teve
como objetivo estudar as condigdes de extracdo do 6leo de café verde e dos

diterpenos utilizando-se o CO,-SC.
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1.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Extragdo Supercritica do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.

Amostras de café arabica (Coffea arabica) verde, com 9,98 % de
umidade e 11,37 % de 6leo foram gentiimente fornecidas pela Companhia de
Café 3 Coragdes S.A. (Santa Luzia, MG). Para evitar a oxidagado do oleo e de
seus componentes, as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de
poliolefina multicamada metalizada, sob vacuo, e armazenadas em congelador

a temperatura de —15 °C.

1.2.1. Preparo da matéria-prima

Os graos de café foram triturados para reducdo do seu tamanho,
utilizando um moedor de café de bancada (Arbel, Brasil), visando aumentar a
area interfacial para transferéncia de massa e consequentemente aumentar a
extragao do 6leo. Os graos triturados foram classificados em peneiras Tyler de
forma a obter 3 fragdes de diferentes didametros (0,297 mm a 0,35 mm; 0,35
mm a 0,42 mm e 0,42 mm a 0,50 mm).

As fragbes obtidas foram acondicionadas sob atmosfera de nitrogénio

em frascos de vidro de 250 mL com tampas de metal a temperatura de —15 °C.

1.2.2. Extragao do 6leo com solvente

A extragcao do 6leo com solvente foi realizada em aparelho Soxhlet,
utilizando hexano, por um periodo de 16 horas (AOAC, 1997). O solvente foi
removido com o auxilio de um evaporador rotativo (Fisatom, modelo 802,
Brasil), fazendo-se em seguida o resfriamento e pesagem do baldo de
extracdo, com o que foi obtida a massa de dleo extraida, sendo entdo
acondicionado em frascos de 5 mL a —15 °C, sob atmosfera de nitrogénio, para

posterior analise.
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1.2.3. Extracao do 6leo pelo CO, supercritico

O dleo de café foi extraido em um equipamento de extragao supercritica,
modelo 7680A (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA), utilizando diéxido de carbono
com pureza minima de 99,99 % (White Martins, Osasco, SP). A configuragao

do equipamento empregada esta esquematizada na Figura 1.

Furga do CO4
. H Bomba df’ Coletor T } g—
M "l alta pressao l
Restritor | /%
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T T Frascos
coletores
Camara de
y, extragio
| f f
E Aquecedores
T /
Bypass
Tanque yp Solvente
de IIIIIII2 de lavagem
do coletar

Figura 1 — Figura 1 — Representagao da configuragdo do extrator supercritico
HP 7680A, utilizado no experimento.

Neste processo extrativo, o dioxido de carbono apos atingir a
temperatura e pressdo desejada, entra em contato com a amostra
(acondicionada em filtro de papel) colocada na camara extratora de aco
inoxidavel com volume de 4,64 mL. Este procedimento é realizado sob duas
formas: a estatica, em que o fluido permanece em contato com a amostra na
pressao e temperaturas pré-definidas por um tempo fixo, sem deslocamento; e
a dindmica, em que o gas entra em contato com amostra, e € continuamente
removido sob um fluxo e tempo pré-definidos.

ApOs sair da camara extratora, o fluido € conduzido pressurizado para o
restritor, onde acorre uma redugdo drastica na pressao, e consequente uma

expanséo do fluido. Com isso, o 6leo extraido decanta e é retido em um coletor
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de ODS (octadecilsilica), sendo posteriormente removido por hexano e
coletado em frascos de vidro de 2 mL.

Em todas as etapas de extracio, a temperatura do restritor foi mantida a
70 °C e a do coletor a 35 °C, para impedir a decantacado do 6leo na linha de
transferéncia e ao mesmo tempo a sua completa retengdo no coletor. Durante
a lavagem do coletor, as temperaturas do restritor e do coletor foram mantidas
a 58 °C. Esta temperatura foi escolhida de acordo com a recomendacédo do
fabricante do equipamento, segundo a qual a temperatura do coletor deve ser
mantida em, no minimo, 10 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do solvente
utilizado para a sua lavagem (KNIPE et al.,1993).

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) buscando verificar o efeito dos fatores granulometria do café,
massa de café submetida a extracdo, pressao do CO,, temperatura de
extragao, fluxo do CO,, e tempo de extragdo estatica e dindmica, sobre as
variaveis rendimento em oleo, teor de diterpenos (cafestol e caveol) e perfil de
acidos graxos.

Anteriormente a execugdo do experimento propriamente dito, foi
conduzido um estudo preliminar com o objetivo de selecionar 4 temperaturas
de extragdo e respectivas pressdes do CO, que proporcionassem a maior
extracdo de 6leo possivel. Além disto com este estudo foi possivel verificar
possiveis obstrugdes do sistema de extragdo, devido ao excesso de 6leo no
restritor (KNIPE et al., 1993; VEJROSTA et al., 1999). Para este estudo foram
estabelecidas 10 temperaturas as quais variaram de 50 °C a 95 °C (em
intervalos de 5 °C) nas maximas pressdes de extracdo que o equipamento
pudesse comportar em cada temperatura (Tabela 3).

Selecionadas 4 temperaturas de extracao e 4 pressées do CO, em cada
temperatura (Tabela 4), o experimento foi entdo dividido em duas etapas. Na
primeira, foram otimizadas as variaveis, temperatura de extracido e pressao
(densidade) do CO,, em um esquema fatorial (4 x 4) com trés repetigdes,
mantendo-se constantes a granulometria do café (0,297 mm a 0,35 mm), a
quantidade de café submetida a extragdo (200 mg), o fluxo do CO;

(1,5 mL/min), e o tempo de extragéo estatica (5 min) e dindmica (20 min).
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Na segunda etapa, verificadas a temperatura de extracdo e pressao
(densidade) do CO,, foram selecionados trés tratamentos considerando-se o
rendimento em O6leo e a sua concentracdo em diterpenos, e otimizados
independentemente nesta sequéncia as variaveis, tempo de extracdo estatica
(0 min, 2 min e 5 min); granulometria do café (0,42 mm a 0,50 mm, 0,35 mm a
0,42 mm, e 0,297 mm a 0,35 mm); massa de café submetida a extragdo (100
mg, 150 mg e 200 mg); fluxo do CO, (1,5 mL/min, 2,0 mL/min e 2,5 mL/min), e
tempo dindmico (5 min, até a extracdo de 6leo maxima). Uma vez otimizada a
variavel, ela era mantida fixa para a verificagao da variavel seguinte.

O estudo do tempo de extracdo dindmica foi baseado no trabalho de
MARKOM et al. (2001), de acordo com o qual coletas sucessivas da substancia
a ser extraida sdo conduzidas na medida em que ocorre a sua extragdo. Em
nosso estudo, as coletas do 6leo para a sua quantificagdo, bem como a
determinacao dos diterpenos, foram realizadas a cada 5 min, mantendo o
sistema de extragdo pressurizado. A vantagem deste sistema reside na

economia de CO; e na reducao do tempo para conducao do experimento.
1.2.4. Determinagao da quantidade de 6leo extraida

A massa de Oleo extraida, necessaria para a determinacido do
rendimento em dleo, foi determinada gravimetricamente em balanga analitica,
apos a evaporagao do hexano (verificada visualmente) com nitrogénio por
aproximadamente 5 minutos e aquecimento do extrato a aproximadamente
45 °C, em chapa aquecedora.
1.2.5. Perfil de acidos graxos e teor de diterpenos do 6leo
1.2.5.1. Preparo das amostras

Para a determinagao do perfil de acidos graxos e do teor de diterpenos,

0 Oleo armazenado foi descongelado, e saponificado com uma solugdo de
KOH 0,5 mollL em metanol (HARTMAN & LAGO, 1973). A fracéo
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insaponificavel foi entdo extraida da solugdo metandlica com 3 x 2 mL de

hexano, para a determinagao do teor de diterpenos.

1.2.5.2. Determinagao do perfil dos acidos graxos

Os acidos graxos da fragdo metandlica foram esterificados (HARTMAN
& LAGO, 1973), sendo o seu perfil determinado por cromatografia de fase
gasosa, usando cromatografo Hewlett Packard 5890 Series I, equipado com
detector de ionizagao de chama a 260 °C e coluna capilar J & W Scientific, CP-
Wax (25 m x 0,32 mm x 0,20 ym) mantida a 215 °C. O gas de arraste utilizado
foi o hidrogénio a presséo de 15 psi e velocidade de 95,6 cm/s. A temperatura

do injetor foi mantida em 230 °C.

1.2.5.3. Determinacgao do teor de diterpenos

Os diterpenos cafestol e caveol foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alto desempenho (CLAD), em cromatdgrafo HP 1050A
equipado com duas colunas HP-C1s (200 mm x 4,6 mm x 5 um) conectadas em
série e detector de UV-VIS a 220 nm, utilizando-se como fase movel
metanol/agua (85:15 %, v/v) e fluxo de 0,7 mL/min.

O extrato de hexano contendo a fragao insaponificavel foi lavado com
1 mL de agua (3 vezes) para a remogao de residuos de sabdo. A fracao
organica contendo os diterpenos foi entdo transferida para frascos ambar de 5
mL, evaporada sob fluxo de nitrogénio com aquecimento de aproximadamente
45 °C, e ressuspendida em 1 mL de fase movel. As amostras foram filtradas em
filtros de celulose regenerada RC 55 de 0,45 um (Schleicher & Schuell, Dassel,
Alemanha) e analisadas.

As amostras foram injetadas com seringa de 100 uL e /oop de 50 uL e
os diterpenos quantificados utilizando-se curvas de calibragdo construidas com
padrées de cafestol (LKT Labs, Inc. Saint Paul, Minessota) e caveol (Sigma,
Saint Louis, Missouri).

Para a construcao das curvas de calibragao, foi preparada uma solugao

estoque de cada padrédo na concentragcdo de 1 mg/mL, diluidos na fase mével.
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As solugdes estoques foram diluidas de forma a se obter as seguintes
concentragdes para cada padrao: cafestol: 0,019 mg/mL, 0,038 mg/mL, 0,076
mg/mL, 0,114 mg/mL e 0,152 mg/mL; e caveol: 0,016 mg/mL, 0,032 mg/mL,
0,064 mg/mL, 0,096 mg/mL e 0,128 mg/mL.

O indice de recuperagcao do método foi obtido adicionando-se 20 uL, 40
ML e 60 pL de uma mistura de cafestol e caveol (1 mg/mL) a uma amostra de
Oleo obtida por extragdo com hexano.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Perfil dos acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado no 6leo obtido em todos os
tratamentos da primeira etapa do experimento. Isto foi realizado devido a
possibilidade de ocorrer extragdo seletiva dos trigliceridios (KIM et al., 1999,
PALMER e TING, 1995), o que alteraria o perfil de acidos graxos do dleo, e
consequentemente a sua estabilidade.

A Tabela 1 apresenta os valores em porcentagem de area relativa, de
cada acido graxo, em comparagado com o 6leo extraido por hexano. Nos dois
casos observa-se claramente a predominancia dos acidos linoléico (C18:2) e
palmitico (C16:0).

O baixo desvio padrao apresentado para cada acido graxo é relativo as
repeticbes de todos os tratamentos conduzidos na primeira etapa. Isto significa
que a variacado dos resultados foi muito pequena quando foi alterada a
temperatura de extracdo e a densidade do CO,, o que também foi verificado
por ROZZI et al. (2002), na caracterizagdo da fragéo lipidica de sementes de
tomate.

Por esta razédo, ndo foi determinado o perfil dos acidos graxos na
segunda etapa do experimento, uma vez que as variagdes no poder solvente
do fluido e na sua seletividade, dadas pelas diferentes densidades do CO; e
temperaturas de extragao, ndo apresentaram qualquer efeito no perfil de acidos

graxos. Entao estas condi¢gées nao foram modificadas na segunda etapa.
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Tabela 1 - Perfil dos acidos graxos do 6leo de café obtido na primeira etapa do
experimento com CO,, em comparagdo com o 6leo obtido por
extragdo com hexano (porcentagem de area relativa).

Acido graxo Hexano ' C0,-SC °
C14:0 0,12 +£ 0,01 0,21+ 0,03
C16:0 32,44 + 0,30 34,43 + 0,97
C16:1 <0,1 0,15+ 0,02
C18:0 9,06 £ 0,07 8,73 +0,22
C18:109 9,18 £ 0,05 8,67 £ 0,19
C18:1011 0,37 £ 0,03 0,49 + 0,07
C18:2 43,50 £ 0,31 43,27 + 0,41
C18:3 1,40+ 0,15 1,22 +£0,13
C20:0 2,65+ 0,05 2,94 + 0,60
C20:1 0,33+ 0,03 0,24 + 0,01
C22:0 0,82 + 0,02 0,30 + 0,05
C24:0 0,13 + 0,01 <0,1

" Média de 3 repeticdes;  Média de 48 repeticdes.

Mesmo nas menores densidades do CO; utilizadas, onde a seletividade
do fluido supercritico tende a ser maior (McHUGH e KRUKONIS, 1994), nao foi
observado nenhum comportamento que denotasse a extracdo seletiva dos
acidos graxos elou dos ftrigliceridios, como observado por
BHASKAR et al. (1993), no fracionamento da gordura de leite. Provavelmente,
as temperaturas e densidades de extragao utilizadas foram maiores que a faixa
onde ocorreria esta seletividade. Na extracdo do oOleo de nogueira-peca,
ALEXANDER et al. (1997), concluiram que se algum efeito significativo em
relacdo a extracdo seletiva de acidos graxos pudesse ser atribuido a
temperatura de extracao e a densidade do CO,, este efeito seria observado na
menor temperatura e densidade utilizada no experimento.

Em relacdo ao oleo obtido por extragdo com hexano, pequenas
variagbes sdo observadas, resultado semelhante ao obtido por
ZHAO et al. (1987) e MOLERO GOMEZ et al. (1996), nas extragdes de 6leo de
farelo de arroz e 6leo de sementes de uva, respectivamente. Relativamente, o
oleo obtido por CO,-SC apresentou menores teores de todos os acidos graxos
com numero igual ou maior a 18 carbonos, em detrimento aos maiores teores

de acido palmitico (C16:0) e palmitoléico (C16:1), este em menor grau.
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Estes resultados sdo importantes uma vez que o menor teor de acidos
graxos insaturados apresentado pelo 6leo obtido por CO»-SC, indicariam maior
tendéncia a estabilidade a oxidacédo, o que é extremamente desejavel para
qualquer o6leo vegetal, pois a oxidagdo do 6leo leva a uma série de reagdes
indesejaveis (MORALES et al., 1998). Além disso, os Oleos obtidos por
extragdo supercritica tendem a ser menos estaveis a oxidagdo devido ao
menor teor de antioxidantes naturais que possuem (DEL VALLE e AGUILERA,
1999).

Por outro lado, de acordo com MORALES et al. (1998), as altas
temperaturas e densidades utilizadas na extragcdo com CO,-SC podem
contribuir para o processo de oxidagdo dos acidos graxos insaturados, o que
explicaria a redugdo relativa no seu teor. Entretanto, como ja observado,
nenhuma relacdo direta entre 0 aumento da temperatura e da densidade e a

diminuicao da concentragao de qualquer acido graxo foi notada.

1.3.2. Curva de calibragao e indice de recuperagao do método utilizado na
determinagao dos diterpenos

A Figura 2 apresenta um cromatograma tipico da fragdo insaponificavel
do éleo de café obtido por extracao supercritica.

A quantificagdo dos diterpenos foi realizada utilizando-se a técnica do
padrao externo, relacionando a area de cada diterpeno com as respectivas
curvas de calibracido de cada padrao.

Como a determinacdo dos diterpenos foi realizada ao longo do
experimento, o equipamento foi calibrado pelo menos uma vez a cada analise,
para diminuir erros de quantificagcdo. Por isso, os coeficientes de determinacao
€ os valores das constantes das curvas de calibragao para o cafestol e o caveol
foram diferentes ao longo do experimento.

Todavia, todas as equagdes de regressao utilizadas para a quantificagéo
dos diterpenos apresentaram coeficientes de determinagdo com valores acima
de 0,999.
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Figura 2 — Cromatograma tipico da fragdo insaponificavel do 6leo extraido pelo
CO»-SC.

O indice de recuperacédo de cada diterpeno foi determinado na fracao
insaponificavel do 6leo obtido por solvente, apds a sua quantificagao e adigcao

de quantidades conhecidas dos padrbes de cada diterpeno (Tabela 2).

Tabela 2 — indice de recuperagdo do método utilizado na determinacdo dos

diterpenos.
Valor Quantidade Valor Indice de
original adicionada encontrado* recuperagao
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (%)
Cafestol
Amostra 1 3839123 100 4954 + 8,6 102,4 £ 1,8
Amostra?2 383,99+ 2,3 200 546,1 £ 4,7 90,1+ 3,9
Amostra3 383,923 300 614,1+£5,8 89,8+7,2
Caveol
Amostra1 476,2+6,4 100 599,5 + 5,1 104,0 + 10,2
Amostra2 476,2+6,4 200 632,9+9,6 93,6+7,2
Amostra3 476,2+6,4 300 621,5+4,0 91,9+5,7

*Valores médios de triplicatas.



O indice de recuperacdo médio foi de 94,1 % para o cafestol e de
96,5 % para o caveol, respectivamente, valores considerados excelentes em

analise quimica.

1.3.3. Estudos preliminares para a otimizagao do rendimento em 6leo pelo
CO,-SC.

Antes da execugao do experimento propriamente dito, foi conduzido um
estudo preliminar com os objetivos de verificar possiveis obstru¢des do sistema
de extracdo, devido ao excesso de 6leo no restritor (KNIPE et al., 1993;
VEJROSTA et al., 1999), e determinar a faixa de temperatura e densidade de
extragao que seriam utilizadas posteriormente (Tabela 3).

Foram primeiramente verificados a massa de café submetida a extragao
e o fluxo de CO,, para um maximo rendimento em 6leo. Verificou-se que
quantidades menores que 500 mg de amostra deveriam ser utilizadas, para
que houvesse a possibilidade de todo o 6leo ser extraido sem que ocorresse a
sua decantacdo na linha de extragdo. Foi verificado também que fluxos
elevados, como 3 mL/min causavam esse problema, razdo pela qual optou-se
por utilizar o fluxo de 2,0 mL/min e 300 mg de amostra. Nesta fase foram
mantidos constantes, o tempo de extracdo estatica (5 min); o tempo de
extragdo dinamica (20 min); a temperatura do restritor (70 °C) e do coletor
(15 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a 0,350 mm).

Quando comparado a extragdo com hexano, o rendimento foi
relativamente baixo, exceto para a temperatura de 90 °C. Por isso, optou-se
por reduzir a quantidade de amostra e o fluxo nas etapas seguintes, uma vez
que o aumento do fluxo, poderia causar problemas de entupimento da linha.
Estipulou-se em 200 mg, a quantidade de amostra a ser extraida, e um fluxo de
1,5 mL/min. A diminui¢cdo do fluxo objetivou também aumentar a eficiéncia do

processo de extragao, o que sera discutido adiante (Tabela 6).
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Tabela 3 — Rendimento em 6leo e concentragao de 6leo no CO,, em diferentes
temperaturas de extracio e pressdes do CO..

T P Densidade Rendimento Concentragao do

(°C) (bar) do CO; em oOleo** 6leo no CO*™**
(9/mL)* (%) (mglg)

50 370 0,91 244 0,206

55 365 0,89 60,8 0,501

60 380 0,88 74,3 0,606

65 375 0,86 66,0 0,527

70 371 0,84 70,0 0,545

75 368 0,82 69,6 0,529

80 379 0,81 83,6 0,628

85 376 0,79 63,9 0,468

90 373 0,77 91,6 0,654

95 382 0,76 63,3 0,446

* os valores de densidade foram calculados pelo programa SFE versédo 2.0,
1991, o qual acompanha o equipamento de extracao; ** em relagao a extragao
com hexano; *** Massa de CO, consumida (g) = 0,92 g/mL (densidade do CO
na entrada da bomba) x Tgp x FCO».

Objetivando reduzir o consumo de CO, no sistema de refrigeragao, a
temperatura do coletor foi aumentada para 35 °C, verificando-se possiveis
perdas no rendimento. Para tal, a extragao a 90 °C e 373 bar, foi escolhida por
proporcionar o melhor rendimento. Os resultados ndo demonstraram diferenca
na quantidade de 6leo coletada com a temperatura do coletor a 35 °C. Esta foi
entdo a temperatura do coletor usada na execug¢ao do experimento.

ApoOs estas consideragbes, optou-se por utilizar no experimento, as
4 temperaturas de extragdo com maior rendimento em o6leo, ou seja, 60 °C,
70°C, 80 °C e 90 °C (Tabela 3). Para cada temperatura foram estipuladas
quatro densidades do CO, com diferenga de 0,03 g/mL entre elas, partindo-se

da maior presséo permitida pelo equipamento em cada temperatura (Tabela 4).

Tabela 4 — Temperaturas, pressdoes e respectivas densidades selecionadas
para a Etapa 1 do experimento

T (°C) P (bar) - p (g/mL)
60 235-0,77 275-0,81 314-0,84 380-0,88
70 253-0,74 280-0,77 327-0,81 371-0,84
80 268-0,71 294-0,74 327-0,77 379-0,81
90 280-0,68 306-071 337-0,74 373-0,77
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1.3.4. Etapa 1 — Rendimento em 6leo em fungao da temperatura e da
densidade de extragao

De acordo com PALMER et al. (1995) e VALCAREL e TENA (1997), a
pressao, a qual esta relacionada a densidade, e a temperatura de extragao,
sao parametros importantes para a otimizagao do processo de extragao com
fluidos supercriticos.

Assim, nesta etapa foi otimizado o rendimento em oleo para cada
temperatura e densidade selecionada, mantendo-se constantes o fluxo de CO;
(1,5 mL/min); a quantidade de amostra (200 mg); o tempo de extracao estatica
(5 min); o tempo de extragdo dinamica (20 min); a temperatura do restritor
(70 °C) e do coletor (35 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a 0,350 mm).

A Figura 3 apresenta o rendimento em 6leo obtido para cada tratamento,
em relagao a extragdo com hexano, a qual apresentou um teor de 11,37 %.

Os rendimentos minimos e maximos foram observados nos tratamentos
com menor e maior densidade, respectivamente, em cada temperatura, e foram
de 33,4 % para a extracdo a 90 °C e densidade de 0,68 g/mL, e de 89,3 % para
a extracdo a 90 °C e densidade de 0,77 g/mL. De acordo com FAVATI et al.
(1991), a solubilidade dos trigliceridios no CO,-SC aumenta significativamente
com o aumento da pressao, e consequentemente, da densidade.

Para uma mesma densidade, a elevagao da temperatura aumentou o
rendimento, como pode ser observado na Figura 3(a), notadamente para a
densidade de 0,77 g/mL. Por outro lado, para uma mesma isoterma, o aumento
da densidade contribuiu para aumentar o rendimento em dleo.

Este comportamento € reflexo direto da solubilidade, a qual segundo
LANG e WAI (2001), é o fator determinante na eficiéncia da extragdo de uma
substancia pelo CO,-SC. De acordo com MODEY et al. (1996), a solubilidade é
controlada por dois fatores: a volatilidade da substancia, que é funcédo da
temperatura de extragdo, e o poder solvente do fluido, conferido pela

densidade.
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Figura 3 — Rendimento em 6leo em relagdo a massa de café submetida a
extragdo em fungdo da densidade do CO; (a) e da temperatura de
extragao (b) (FCOz = 1,5 mL/min; Tgg = 5 min; Tgp = 20 min).

Pela observagdo da Figura 3, conclui-se que os dois fatores
condicionaram a extracdo do 6leo. Observa-se na Figura 3(b) que para uma
mesma temperatura o0 aumento de densidade eleva gradualmente o rendimento
em Oleo, atingindo valores proximos a 90 %. Adicionalmente, o aumento do
rendimento em 6leo € substancial com o incremento da temperatura para uma

mesma densidade.
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Nao obstante, os trés maiores rendimentos foram obtidos na maior
densidade em cada temperatura de extragdo, e variaram de 79,9 % a 89,4%
para a extragdo a 70 °C e 0,84 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL, respectivamente.

Além do rendimento em oleo, outra forma de avaliar o processo é
relacionar a quantidade de 6leo extraida, com o consumo de CO,. Esta
relagado, traduzida como eficiéncia do processo, pode ser verificada na Tabela
5. Observa-se que a solubilidade do 6leo no CO, aumenta, a medida em que a

densidade é elevada dentro de cada temperatura de extragéo.

Tabela 5 — Concentracao de 6leo no CO, em diferentes condigdes de extracao.

T P Densidade do CO, Solubilidade
(°C) (bar) (g/mL) do 6leo no CO;
(mg/g)*
60 235 0,77 0,269
60 275 0,81 0,430
60 314 0,84 0,504
60 380 0,88 0,626
70 253 0,74 0,286
70 280 0,77 0,362
70 327 0,81 0,501
70 371 0,84 0,593
80 268 0,71 0,277
80 294 0,74 0,343
80 327 0,77 0,518
80 379 0,81 0,645
90 280 0,68 0,248
90 306 0,71 0,354
90 337 0,74 0,486
90 373 0,77 0,663

Massa de CO; consumida = 0,92 g/mL (densidade do CO; na entrada da
bomba) X TEDX FCOZ

A menor e a maior eficiéncia foram observadas a 90 °C, a densidade de
0,68 g/mL e 0,77 g/mL, respectivamente, como observado para o rendimento
em Oleo. Como o tempo de extracdo e o fluxo de CO, foram mantidos
constantes, a massa de CO, consumida em cada extracdo também n&o foi
modificada. Por esta razao, a extragcdo com maior rendimento € também a mais

eficiente em relagdo ao consumo de CO..
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A relacado entre a quantidade de 6leo extraida e o consumo de CO; foi
utilizada também para verificar a otimizagado do processo, no que diz respeito a
reducdo do tamanho da amostra submetida a extracdo e o fluxo de CO,,
comparada ao estudo preliminar (Item 1.3.3.). Para isso, foram compilados na
Tabela 6, os resultados, obtidos em iguais condi¢gdes de temperatura e
densidade de extragdo, no estudo preliminar (Tabela 3) e no experimento
(Tabela 5).

Tabela 6 — Otimizacdo do processo de extragcao em relacdo a massa de café
submetida a extragao e ao fluxo do CO..

T (°C) P (bar) p (g/mL) Solubilidade do 6leo no CO; (mg/g)

Estudo preliminar* Experimento**
60 380 0,88 0,606 0,626
70 371 0,84 0,545 0,593
80 379 0,81 0,628 0,645
90 373 0,77 0,654 0,663

* Fluxo = 2,0 mL/min; massa de café submetida a extragdo = 300 mg.
** Fluxo = 1,5 mL/min; massa de café submetida a extragao = 200 mg.

Observa-se que a diminuicdo do fluxo do CO, de 2,0 mL/min para 1,5
mL/min, e do tamanho da amostra de 300 mg para 200 mg, tornou o processo
mais eficiente, mesmo com a elevacdo da temperatura do coletor, a qual

poderia supostamente permitir perdas do 6leo extraido.

1.3.4.1. Efeito da pressao - comportamento retrégrado

A solubilidade do 6leo no CO, varia com a pressao e a temperatura de
extragao. Devido a variagao diferenciada da densidade observada em torno do
ponto critico e em altas pressbes reduzidas (FRIEDRICH et al., 1982;
RIZVIetal.,, 1986), as isotermas representadas em um grafico de
pressao x solubilidade, podem cruzar em determinado ponto, como demonstra
a Figura 4. Este fenbmeno é conhecido como comportamento retrégrado
(MOHAMED, 1997), ou condensagéo retrograda (DEL VALLE e AGUILERA,
1999).
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Figura 4 — Solubilidade do d6leo de café no CO,-SC, em fungdo da pressao
(¢ =60°C; m=70°C; A =80°C; e =90 °C).

Observa-se que independentemente da isoterma, a solubilidade do 6leo
no CO, tende a aumentar a medida em que a pressao aumenta. Entretanto, a
aproximadamente 360 bar, ocorre uma intersecc¢ao de todas as isotermas. Esta
pressdo é chamada de pressao de transformacéao, e a intersecgao, conhecida
como ponto de transformagéo (GE et al., 2002).

Abaixo da pressao de 360 bar, a solubilidade do 6leo diminuiu a medida
em que a temperatura aumentou. Ao contrario, nas pressées maiores que
360 bar, o aumento da temperatura contribuiu para o aumento da solubilidade
do 6leo no CO..

Isto acontece porque a solubilidade do 6leo no CO, é dependente da
pressdo de vapor dos trigliceridios que o compdéem, e da densidade do CO,
(MODEY et al.,, 1996; GE et al., 2002). A pressdes abaixo de 360 bar, a
compressibilidade do CO, ¢é alta, e, por isso, a medida em que a temperatura
aumenta, a densidade do CO; diminui consideravelmente, reduzindo
rapidamente o seu poder solvente. Se por um lado ocorre um incremento na
volatilidade e no coeficiente de difusdo dos trigliceridios, com o aumento da
temperatura, o efeito da reducdo da densidade € mais pronunciado, e o

resultado é a diminuigdo da solubilidade do 6leo.

65



Por outro lado, a pressdes acima de 360 bar, o aumento da temperatura
eleva a solubilidade do 6leo no CO,. Neste caso, a densidade do fluido é alta,
mas a sua compressibilidade é pequena (DEL VALE e AGUILERA, 1997).
Mesmo que o aumento da temperatura diminua o poder solvente do CO; pela
reducdo da densidade, o seu efeito na pressao de vapor, no coeficiente de
difusdo e consequentemente na transferéncia de massa, € muito maior
(GE etal.,, 2002), razdo pela qual, acima do ponto de transformacao,
incrementos na temperatura de extracdo aumentam a solubilidade do dleo.

Estes resultados estdo de acordo com EGGERS (1996), o qual
observou que extragdes de Oleos vegetais a pressdes maiores que 350 bar sdo
favorecidas com o aumento da temperatura. KING et al. (2001), observou este
comportamento na extragdo do 6leo de sementes de Vernonia galamensis, a
temperatura de 100°C e pressoes entre 345 bar e 690 bar.

Na pratica, especialmente em aplicagdes industriais, extragdes proximas
a pressao de transformacédo sao preferiveis uma vez que nesta condi¢do, a
eficiéncia do processo € pouco influenciada pela variacdo da temperatura, o
que é desejavel em relagcdo ao consumo de energia (GE et al., 2002).
Adicionalmente, neste ponto, a extragcdo de compostos termossensiveis pode

ser conduzida na menor temperatura possivel.

1.3.5. Etapa 1 — Teor de diterpenos em fung¢ao da densidade e temperatura
de extragao

O procedimento para a otimizacado do teor de cafestol e de caveol em
funcdo da temperatura de extragdo e da densidade do CO; foi idéntico ao do
item 1.3.4, uma vez que os diterpenos foram determinados no 6leo, extraido
segundo as condigdes ja descritas naquele item, ou seja, para cada
temperatura e densidade selecionadas, foram mantidos constantes, o fluxo de
COz (1,5 mL/min); a quantidade de amostra (200 mg); o tempo de extragao
estatica (5 min); o tempo de extragdo dinamica (20 min); a temperatura do
restritor (70 °C) e do coletor (35 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a
0,350 mm).
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A Figura 5 apresenta o teor de cafestol e de caveol em separado, obtido
para cada tratamento bem como o rendimento em diterpenos totais, em relagao
a extragcdo com hexano.

A variagao do teor de diterpenos foi semelhante para as diferentes
condigdes de extragdo. Os trés maiores rendimentos tanto para o cafestol
quanto para o caveol foram observados na temperatura de extracdo de 70 °C e
nas densidades de 0,74 g/mL, 0,77 g/mL e 0,81 g/mL (Tabela 7). O rendimento
médio dos diterpenos nestas condi¢cdes foi de 93,4 %, 89,6 % e 89,4 %, para
estas densidades, respectivamente (Figura 5).

Em média, o rendimento do cafestol nas trés condi¢des citadas foi maior
que o de caveol (Tabela 7) mesmo que a solubilidade do caveol no CO, tenha

sido maior para condi¢des iguais de extragao (Tabela 8).

Tabela 7 — Rendimento do cafestol e do caveol no 6leo extraido a temperatura
de extragao de 70 °C.

p Rendimento (%)

(g/mL) Cafestol Caveol
0,74 98,9 89,0
0,77 97,2 81,6
0,81 93,9 85,8

Independentemente do rendimento, o teor dos diterpenos no O6leo
diminuiu similarmente com o aumento da densidade, em todas as isotermas
(Figuras 5a e 5b).
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Figura 5 — Massa de cafestol (a) e de caveol (b) extraidas e rendimento em
diterpenos totais (c) em fungdo da densidade do CO, e da

temperatura de extragao.
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De acordo com CHRASTIL (1982), a solubilidade do cafestol diminui
com o aumento da temperatura, quando a pressdo € mantida constante. Neste
trabalho é dificil fazer esta comparacdo uma vez que as pressdes nao sao
constantes em cada temperatura de extracdo e tdo pouco o equilibrio
termodinamico ¢é atingido. Para comparacgao, a solubilidade determinada para o
cafestol no trabalho citado foi de 4,6 x 10™ g/L a 80 °C e 250 bar, enquanto a
concentragdo calculada neste trabalho foi de 2,9 x 10 g/L para a mesma
temperatura, e pressado de 268 bar. Isto também demonstra que na pratica, o
equilibrio termodinamico raramente € atingido quando se deseja otimizar o
processo de extragao.

Entretanto, tomando-se pressbes similares em cada temperatura
(Tabela 8), observa-se uma tendéncia semelhante aquela observada por
CHRASTIL (1982), tanto para o cafestol quanto para o caveol. Exceto para a
temperatura de 60 °C, a solubilidade dos diterpenos no CO; diminuiu com o
aumento da temperatura, quando a pressado foi mantida mais ou menos
constante. Isto se deve, possivelmente, a diminuicdo da densidade do CO; a
medida em que a temperatura aumenta. Os resultados também demonstraram

qgue a solubilidade de ambos os diterpenos é maior a temperatura de 70 °C.

Tabela 8 — Solubilidade dos diterpenos no CO, em fungdo da temperatura de
extracdo para valores proximos de pressao.

T P p Solubilidade dos diterpenos no CO,; (mg/g)
(°C) (bar) (g/mL) Cafestol Caveol
60 275 0,81 0,95 1,11
70 280 0,77 1,35 1,41
80 268 0,71 0,82 1,01
90 280 0,68 0,79 0,95
60 314 0,84 0,98 1,05
70 327 0,81 1,80 1,95
80 327 0,77 1,22 1,64
90 337 0,74 1,21 1,51
60 380 0,88 1,04 1,16
70 371 0,84 1,89 2,07
80 379 0,81 1,34 1,81
90 373 0,77 1,31 1,61

Independentemente deste comportamento, quando o rendimento em

oleo (Figura 3a) e o teor de diterpenos (Figura 5a e 5b), obtidos em cada
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condicao de temperatura de extracao e densidade do CO, foram comparados,
ficou claro que a medida em que aumentou o rendimento em dleo, o teor de
diterpenos diminuiu.

Este comportamento supde que a solubilidade dos diterpenos no CO, é
maior que a dos ftrigliceridios, o que faria com que os diterpenos fossem
extraidos mais facilmente, e a medida em que os trigliceridios fossem
extraidos, ocorreria uma diluigdo dos diterpenos, diminuindo o seu teor.
Entretanto, CHRASTIL (1982), observou que a solubilidade dos trigliceridios no
CO,-SC é bem maior que a do cafestol, e se esta constatacdo puder ser
extrapolada para o caveol, significa que a suposi¢cao anterior é incorreta.

Esta conclusao é confirmada quando o teor dos diterpenos é expresso
em relagcdo a quantidade de amostra submetida a extragao (Figura 6) e ndo em
relagdo ao 6leo. Observou-se que na verdade, o teor de diterpenos no 6leo
aumentou com o aumento da densidade, 0 mesmo comportamento observado
para o rendimento em oleo (Figura 3), o que é inerente a substancias pouco
volateis (LANG e WAI, 2001), como as em questéo.

No entanto, a inclinagcéo das isotermas da Figura 3a e das Figuras 6a e
6b, demonstra que, com o aumento da densidade, o incremento do rendimento
em Oleo € maior que aquele observado para os diterpenos, razao pela qual o
teor relativo dos diterpenos no 6leo diminui.

Estes resultados ajudam a elucidar a observagdo de FOLSTAR (1989),
de que o teor de material insaponificavel, no qual os diterpenos sdo os maiores

constituintes, € extremamente influenciado pelo rendimento em dleo.
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Figura 6 — Massa de cafestol (a) e de caveol (b) extraidas, em relagdo a massa
de café submetida a extragao e sua solubilidade no CO,, em funcao
da densidade do CO; e da temperatura de extragao.

1.3.6. Etapa 2 — Rendimento em 6leo e teor de diterpenos de acordo com o
tempo de extragcao estatica; fluxo de CO,; massa de café
submetida a extragao; granulometria do café; e tempo de
extragdo dinamica.

Nesta etapa foram escolhidas trés condigbes de densidade e
temperatura de extracdo, as quais satisfizessem os objetivos do trabalho, ou
seja, extrair a maior quantidade de 6leo com o maior teor de diterpenos

possivel. Contudo, os resultados obtidos demonstraram que as condigdes
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o6timas em relacdo a quantidade de o6leo extraida foram diferentes daquelas

obtidas para o teor de diterpenos (Tabela 9).

Tabela 9 — Tratamentos que proporcionaram os maiores rendimentos em dleo
e respectivos teores de diterpenos.

Temp p Rendimento em | Cafestol Caveol Rendimento
(°C) (g/mL) 6leo (%) (mg/100g de 6leo) médio*
(%)
90 0,77 89,4 197,7 242,3 51,1
80 0,81 86,9 209,0 282,0 57,1
70 0,84 79,9 320,4 351,5 78,1
60 0,88 84,3 166,0 184,7 40,8

* em relacao aos dos dois diterpenos.

Se por um lado estes tratamentos apresentaram o0s maiores
rendimentos em Oleo, por outro lado, os teores de diterpenos foram
relativamente baixos. Por esta razdo, foram escolhidas trés condicboes
diferentes para continuar a otimizacdo do processo: uma com O maior
rendimento em Oleo; outra com o maior teor de diterpenos; e outra que

apresentasse quantidades medianas de 6leo e de diterpenos (Tabela 10).

Tabela 10 — Condigdes de temperatura e densidade escolhidas para a
otimizagao das variaveis da Etapa 2.

T P Rendimento em | Cafestol Caveol Rendimento
(°C) (g/mL) 6leo (%) (mg/100g de 6leo) médio*
(%)
70 0,74 42,04 379,3 424.0 93,47
70 0,81 67,6% 360,3 388,8 87,3+
90 0,77 89,471 197,7 2423 51,14

* em relacdo aos dois diterpenos. T e | = valores maximos e minimos; + =
valores intermediarios.

Assim, as trés condicdes selecionadas permitiriam avaliar as variaveis
da Etapa 2 em condigdes de extracdo que apresentaram comportamento

distinto para o rendimento em oleo, e para o teor de diterpenos.
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1.3.6.1. Rendimento em o6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com o tempo de extragao estatica (Tgg)

A utilizacdo do tempo de extragcdo estatica € importante quando se
deseja aumentar a difusdo do fluido na matriz, ou nos casos em que se utilizam
modificadores (KNIPE et al.,1993). Neste trabalho as extragdes foram
efetuadas com o Tgg iguais a zero, 2 min € 5 min.

Os resultados expressos na Tabela 11 demonstram que a quantidade de
Oleo extraida aumentou com o aumento do tempo de extragcdo estatica,
entretanto, o teor de diterpenos diminuiu com o aumento do rendimento em

Oleo, comportamento ja esperado.

Tabela 11 — Rendimento do dleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com o tempo de extragao estatica para as condi¢des de extracao
selecionadas.

Extragao* Tee Rendimento em 6leo  Cafestol Caveol
(min) (%) (mg/100g) (mg/100g)
0 30,3 409,3 447 4
70°C e 0,74 g/mL 2 33,7 394,8 439,3
5 42,0 379,3 424,0
0 61,1 378,4 407,3
70°C e 0,81 g/mL 2 63,5 362,7 402,7
5 67,4 360,3 388,8
0 79,6 299,2 308,4
90°C e 0,77 g/mL 2 86,5 277,5 303,2
5 89,9 197,7 242,3

*FCO2=1,5 mL/min; G¢c= 0,297 mm a 0,35 mm; Tgp = 20 min; Msg = 200 mg.

Com estes resultados, nao seria possivel escolher uma unica condi¢cao
que satisfizesse a maior extracdo de Oleo e o maior teor de diterpenos.
Contudo, segundo BJORKLUND et al. (1998), nos casos onde o Tge tem pouco
efeito no rendimento, é preferivel desprender este tempo com a extragcao
dinamica.

Aliado a esse fato, e como a nao utilizagdo do Tge proporcionou o maior
teor de diterpenos e uma diminuicdo muito pequena em relacdo ao rendimento

em Oleo, decidiu-se ndo utilizar o tempo de extracdo estatica, preferindo
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compensar a redugao do rendimento em 6leo com o aumento do tempo de

extragao dinamica.

1.3.6.2. Rendimento do 6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com a massa de café submetida a extragao (Msg)

Apods decidir pela nao utilizagdo do tempo de extracdo estatica, foi
otimizada a massa de café submetida a extracgao.

Como a quantidade de CO, utilizada poderia estar sendo insuficiente
para a completa extracdo do 6leo e dos diterpenos, e o aumento do fluxo ja
havia causado a obstrucdo do sistema de extracdo, decidiu-se diminuir a
quantidade de café no extrator para 100 mg e 150 mg, com o que a quantidade
de Oleo e de diterpenos disponiveis para extracdo seriam menores € 0
rendimento aumentaria, consequentemente.

Os resultados demonstraram que realmente, este procedimento
aumentou o rendimento em O6leo em todas as condicbes de extragao,

entretanto, o comportamento do teor de diterpenos foi inverso (Tabela 12).

Tabela 12 — Rendimento do 6leo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com a massa de café submetida a extragcdo, para as condi¢cdes
de extracao selecionadas.

Extracao* Mse Rendimento em 6leo  Cafestol Caveol
(9) (%) (mg/100g) (mg/100g)
100 60,6 322,8 352,0
70°Ce0,74g/mL 150 35,2 392,2 4131
200 30,3 409,3 447 4
100 78,2 270,3 3254
70°Ce 0,81 g/mL 150 69,7 300,4 354,8
200 61,1 378,4 407,3
100 89,9 249,0 2871
90°Ce0,77g/mL 150 87,9 267,7 302,2
200 79,6 299,2 308.,4

*Tee = 0 min; FCO2= 1,5 mL/min; G¢c= 0,297 mm a 0,35 mm; Tep = 20 min.

Exceto para a extragdo a 70 °C e 0,74 g/mL, onde a redugdo da
quantidade de café de 200 mg para 100 mg duplicou o rendimento em dleo,

este procedimento demonstrou ter efeito pouco pronunciado. As extragdes a
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70°C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL apresentaram incrementos de 17,1 % e
20,3 % no rendimento em 6leo. Em contrapartida, a redu¢do média no teor de
diterpenos foi de 21,2 %, 24,2 % e 13,3 %, respectivamente.

Estas observagbes levaram a manuteng¢ao da massa de café em 200 mg
uma vez que o aumento do rendimento em 6leo ndo compensaria a redugao na
concentracao de diterpenos. Outra constatacao é que a reducédo da quantidade
de café pela metade somente seria quantitativamente compensada, se
duplicasse o rendimento em 6leo e, pelo menos, mantivesse a quantidade de
diterpenos. Evidentemente ndo seria possivel duplicar este rendimento uma
vez que o teor de 6leo maximo, determinado por solvente, foi de 11,37 %.

Entretanto, esta avaliagdo foi importante uma vez que em valores
absolutos, concluiu-se que a quantidade de 6leo e de diterpenos obtida a cada
extracdo ndo compensaria a massa de CO, consumida e o tempo de extracao
desprendido. Adicionalmente, a avaliagdo da quantidade de café no extrator
demonstrou realmente que a quantidade de CO, utilizada poderia estar sendo
insuficiente para a extragcdo maxima do 6leo, necessitando de um aumento no

fluxo ou no tempo de extracido dinamica.

1.3.6.3. Rendimento em o6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com o fluxo de CO, (FCO,)

Determinada a quantidade de café a ser extraida, e tendo em vista a
necessidade de aumentar a quantidade de CO,, o fluxo de CO; foi elevado
para 2,0 mL/min e 2,5 mL/min. Este procedimento poderia levar a sobrecarga
do sistema de extracdo, como verificado no estudo preliminar (Item 1.3.3.).
Contudo, naquele caso, a quantidade de café utilizada era de 300 mg, ou seja,
100 mg a mais que a utilizada nesta etapa, e na realidade, este problema nao
voltou a ocorrer.

Os resultados da Tabela 13 indicam um comportamento diferenciado em
relagdo ao rendimento em dleo para cada condicdo de extracdo, o qual pode

ser melhor observado na Figura 7.
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Tabela 13 — Rendimento em oleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com o fluxo de CO,, para as condi¢cdes de extragao selecionadas.

Extracao* FCO; Rendimento em Cafestol Caveol
(mL/min) oleo (%) (mg/100g) (mg/100g)
1,5 30,3 409,3 447 .4
70°C e 0,74 g/mL 2,0 49,3 181,9 331,2
2,5 41,0 230,7 355,2
1,5 61,1 378,4 407,3
70°C e 0,81 g/mL 2,0 71,3 223,1 2621
25 69,4 232,2 2747
1,5 79,6 299,2 308,4
90°C e 0,77 g/mL 2,0 89,9 180,6 216,4
2,5 91,4 172,5 215,9

*Tee = 0 min; Mgg = 200 mg; G¢c = 0,297 mm a 0,35 mm; Tgp = 20 min.

As curvas da Figura 7 demonstram a tendéncia do fluxo de 2,0 mL/min
proporcionar maiores rendimentos em 6leo. Mesmo na extracdo a 90 °C e
0,77 g/mL, o fluxo de 2,5 mL/min apresentou um aumento de somente 1,5 %
em relagao ao fluxo de 2,0 mL/min, um incremento que pode ser considerado

desprezivel.
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Figura 7 — Rendimento em 6leo em fungao do fluxo de COz (Tge = 0 min; Mgg =
200 mg; G¢c= 0,297 mm a 0,35 mm; Tgp = 20 min).

As diferengas foram tanto maiores quanto menor o rendimento em dleo

apresentado por cada condicdo de extragdo. Isto significa que o aumento da
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densidade do fluido, observado entre as extragcdes a temperatura de 70 °C, e o
incremento da temperatura em relacdo a extracdo a 90 °C, tendeu a
compensar ou diminuir o efeito da elevacdo do fluxo, razdo pela qual nas
extragdes a 70 °C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL, a influéncia do fluxo foi
praticamente nula, se comparada a extragéo a 70 °C e 0,74 g/mL.

Se considerado o rendimento em 6leo, o fluxo de 2,0 mL/min foi ideal, e
com 2,5 mL/min, ocorreu uma redugao nas extragdes a 70 °C, e um pequeno
incremento na extragcao a 90 °C. Estes resultados indicam, entretanto, que a
transferéncia do 6leo para o CO;, foi praticamente independente do seu fluxo, e
para aumentar a taxa de extracdo, a solubilidade do o6leo deveria ser
aumentada. De acordo com BJORKLUND et al. (1998), nestes casos, a alta
interacdo entre o material a ser extraido e a matriz, ndo responde a elevagao
do fluxo, e o uso da extracio estatica pode ser viavel, o que foi anteriormente
discutido (Tabela 11).

Por outro lado, o aumento do fluxo para 2,0 mL/min e 2,5 mL/min
reduziu drasticamente os teores de diterpenos em todas as condi¢cdes de
extragao (Tabela 13).

Provavelmente, devido a solubilidade dos diterpenos no CO,-SC ser
bem menor que a dos trigliceridios (CHRASTIL, 1982), fluxos mais elevados
tenderiam a extrair, relativamente, maiores quantidades de éleo (uma vez que
os trigliceridios compdéem a maior parte do Oleo), o que reduziria a
concentragcao dos diterpenos.

Se por um lado o incremento do fluxo de 1,5 mL/min para 2,0 mL/min foi
favoravel ao rendimento em dleo, por outro, provocou a reducdo média no teor
dos diterpenos em 34,8 %, 36,6 % e 33,0 %, para as extragées a 70 °C e
0,74 g/mL, 70 °C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL, respectivamente. Desta
forma, o pequeno aumento do rendimento em 6leo, ndo justifica esta redugao,

razao pela qual o fluxo de 1,5 mL/min foi mantido.
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1.3.6.4. Rendimento em o6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com a granulometria do café (G;)

Uma vez otimizado o fluxo de extracdo, foi verificada a influéncia da
granulometria do café no rendimento em d&leo e na concentragdo dos
diterpenos. E importante observar que mesmo com a mudanga da
granulometria, a massa de café submetida a extracao foi mantida constante.

Em qualquer sistema de extragcdo de matrizes sélidas, o tamanho de
suas particulas influencia no rendimento dos extratos (FOLSTAR, 1989). Este
fator € importante nos processos de extracdo com fluidos supercriticos, uma
vez que matrizes com particulas muito grandes tendem a aumentar o tempo de
extragdo devido ao processo tornar-se dependente da difusdo da substancia
dentro da matriz (IBANEZ et al., 1997). Quando matrizes com particulas de
menor tamanho s&o utilizadas, no entanto, a extracdo geralmente é mais
rapida, uma vez que o 6leo presente na sua superficie € prontamente removido
pelo fluido (GOODRUM et al., 1996).

A redugcdo no tamanho das particulas aumenta a area superficial, e
promove 0 maior rompimento das células e a maior exposicao do material a
ser extraido. Por outro lado, aumenta a resisténcia a penetragao do fluido na
matriz dado ao aumento da sua prépria densidade (GE et al.,, 2002) o que
dificulta inclusive, a propria manutengao do fluxo do fluido (LANG e WAI, 2001).
Obviamente, o aumento do tamanho das particulas provoca um efeito contrario,
levando a necessidade da utilizagdo de tempos de extragao prolongados (ROY
et al., 1994; LANG e WAI, 2001).

FOLSTAR (1989), apresentou os resultados da extragdo de 6leo de café
verde por éter de petréleo em aparelho de Soxhlet por 6 horas. Utilizando café
com diametro de particulas entre 0,15 mm a 0,42 mm, 0,42 mm a 0,60 mm e
0,60 mm a 0,85 mm, o rendimento foi de 15,51 mg/100 g, 13,10 mg/100 g e
9,36 mg/ 100 g, respectivamente, demonstrando que o aumento do tamanho
das particulas reduziu o rendimento.

No presente trabalho, os maiores rendimentos em 6leo foram obtidos
com a granulometria intermediaria (0,35 mm a 0,42 mm), para as trés
condigbes de extracdo (Figura 8). Estes resultados, embora sejam semelhantes

aos obtidos por FATTORI et al. (1988) na extracdo de dleo de canola,
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discordam da afirmacdao de MODEY et al. (1996), segundo a qual, para

amostras solidas, quanto menor o tamanho das particulas, maior a taxa de

extragao.
100 -
90 1 /‘/—\Q
80 -
g
— 70 .
=]
x
O 60 .
§
(] 50 n
=
g 40+
£ 30
o
20 A 4 70°C/0,74g/mL
10 4 = 70°C/0,81g/mL
¢ 90°C/0,77g/mL
0 T

Fragao 1 Fragao 2 Fragao 3

Granulometria do café {(mm)

Figura 8 — Rendimento em o6leo em fungdo da granulometria do café
(Fracdo 1= 0,297 a 0,35 mm; Fragdo 2 = 0,35 a 0,42 mm;
Fracédo 3 = 0,42 a 0,50 mm).

Contudo, o seu efeito no rendimento em 6leo e no seu teor de
diterpenos foi diferenciado para cada condi¢do. A extragdo a 70 °C e 0,74 g/mL
apresentou um ligeiro aumento na quantidade de 6leo, quando a granulometria
passou de 0,297 mm a 0,35 mm para 0,35 mm a 0,42 mm, retornando ao
rendimento inicial com o novo aumento da granulometria. Respectivamente, a
extragdo a 90 °C e 0,77 g/mL, apresentou primeiramente um pequeno
aumento, diminuindo ligeiramente em seguida. Ja a extracdo a 70 °C e 0,81
g/mL apresentou primeiramente o aumento mais pronunciado, retornando em
seguida a um valor intermediario.

Este comportamento diferenciado pode ser explicado pelas diferentes
temperaturas e densidades de extragdo do CO, empregadas, as quais
condicionam de forma diferenciada a difusividade e o poder solvente do CO.,
respectivamente (SIHVONEN et al., 1999; LANG e WAI, 2001). A temperatura
e densidade de 70 °C e 0,74 g/mL, a variagcdo no rendimento em 6leo com o
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aumento da granulometria foi muito pequena. Neste caso, a baixa densidade
nao foi suficiente para promover a completa solvatacdo de todo o dleo
disponibilizado para a extragdo em cada fragado, ou seja, a densidade foi o fator
limitante no processo e nao a granulometria.

De forma semelhante, a extracdo a 90 °C e 0,77 g/mL apresentou uma
variagao sensivelmente maior, mas ainda pouco pronunciada. Neste caso, a
temperatura pareceu ser o fator limitante em um primeiro momento.
Provavelmente, a 90 °C, a difusividade do fluido foi suficientemente elevada
para permitir a sua maior penetracdo na matriz, independentemente da sua
granulometria. Ao que parece, a variagao positiva no rendimento em o6leo, com
0 aumento da granulometria de 0,297 mm a 0,35 mm para 0,35 mm a 0,42 mm,
se deva ao aumento do espaco intersticial da matriz, o0 que permite a maior
penetracdo do CO,. Entretanto, quando a granulometria foi aumentada
novamente, ocorreu uma ligeira queda no rendimento em Oleo, o que
provavelmente seja devido a capacidade limitada de solvatagédo a densidade de
0,77 g/mL, uma vez que com o aumento da granulometria, ocorre menor
disponibilizagao de 6leo prontamente extraivel, na matriz.

Certamente, a maior variagdo devido a granulometria foi observada na
extragdo a 70 °C e 0,81 g/mL e provavelmente se deva ao efeito conjunto da
temperatura e da densidade. Como a temperatura é relativamente baixa, e
confere baixa difusividade ao fluido, quando a granulometria foi aumentada no
primeiro momento, ocorreu um incremento no rendimento em oleo, dado ao
aumento da sua penetrabilidade. Diferentemente da extracdo a mesma
temperatura e a 0,74 g/mL, a maior densidade relativa compensou a redugao
do dleo disponivel para a extracdo, dada a diminuicdo da area superficial da
matriz, e aumentou o rendimento. Entretanto, quando a granulometria
aumentou novamente, a redugcdo da area superficial da matriz ndo foi mais
compensada pela densidade, ocorrendo novamente a reducio.

Adicionalmente, de acordo com GE et al. (2002), particulas muito finas
promovem frequentemente uma compactacdo da amostra quando altas
pressdes sdo aplicadas, o que faz com que o fluido passe pela camara de
extragdo sem efetivamente penetrar na matriz, fenébmeno conhecido como CO;

Short circuit. Talvez também por esta razdo, o menor rendimento foi observado
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nas trés temperaturas de extragédo, na granulometria de 0,297 mm a 0,35 mm,
exceto para a extragdo a 70 °C e 0,74 g/mL.

Quanto aos diterpenos, o comportamento foi semelhante aquele
observado nas variaveis ja estudadas, ou seja, a medida em que o rendimento
em Oleo aumentou, o seu teor de diterpenos diminuiu. Neste sentido, se por um
lado o aumento na granulometria num primeiro momento, contribuiu
positivamente para o rendimento em 6leo, a sua concentragdo em diterpenos
diminuiu consideravelmente. Assim, a granulometria mais fina (0,297 mm a
0,35 mm) foi a que apresentou os maiores teores, tanto de cafestol quanto de

caveol (Tabela 14).

Tabela 14 — Rendimento em dleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com a granulometria do café, para as condi¢gdes de extracao
selecionadas.

Extracao* G. Rendimento Cafestol Caveol
(mm) em 6leo (%) (mg/100g) (mg/100q)

0,297 a 0,35 30,3 409,3 447 4

70°Ce0,74g/mL 0,35a0,42 35,7 239,3 330,8
0,42 a 0,50 30,2 253,9 350,0

0,297 a 0,35 61,1 378,4 407,3

70°Ce0,81g/mL 0,35a0,42 80,6 1411 223,0
0,42 a 0,50 65,9 1774 250,6

0,297 a 0,35 79,6 299,2 308.,4

90°Ce0,77g/mL 0,35a0,42 91,8 132,8 171,9
0,42 a 0,50 90,9 173,4 255,3

*Tee = 0 min; Mgg = 200 mg; FCO2 = 1,5 mL/min; Tgp = 20 min.

As variagcbes foram bastante pronunciadas, principalmente para o
cafestol, o qual apresentou uma redugcdo média entre a maior e a menor
concentragao, de 53,3 %. Ja a redugao apresentada pelo caveol foi de 38,5 %.

O aumento apresentado no rendimento em 6leo ndao compensou a
drastica reducdo no teor de diterpenos, razdo pela qual a menor granulometria

foi mantida.
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1.3.6.5. Rendimento em o6leo de acordo com o tempo de extragao
dindmica (Tep)

Provavelmente, a variavel mais importante desta etapa do experimento
tenha sido o tempo de extragcdo dindmica, sendo por isso estudada apos a
otimizagao das outras variaveis. O tempo de extragdo dinamica é importante
uma vez que a sua variagao permite nao somente modificar o tempo de contato
entre o fluido e a amostra, mas também verificar a relacéo entre a quantidade
de extrato obtida e a quantidade de fluido utilizada (FAVATTI et al., 1991;
DUNFORD et al., 1998; ROZZI et al., 2002), ou seja, a eficiéncia do processo
de extracao.

Com a variacao do tempo de extragao, as trés condigdes de temperatura
e densidade selecionadas, proporcionaram rendimentos em 6leo semelhantes
ao obtido na extragcdo convencional com hexano (Figura 9a). Este resultado
estd de acordo com o de CORREA et al. (1994), para a extracdo de 6leo de
semente de maracuja, e o de autores para os oOleos de milho, girassol e
amendoim (McHUGH, 1990).

A primeira diferenga, no entanto, é que a extragdo com solvente
consumiu um tempo de 16 horas, enquanto os tempos necessarios para se
obter 0 maximo rendimento em 6leo pelo CO; foram de 60 min, 40 min e 20
min, para as extra¢des a 70 °C e 0,74 g/mL, 70 °C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77
g/mL, respectivamente, o que representa uma redugédo de 94 % a 98 % no
tempo necessario para a extragdo do 6leo. E claro que dependendo da
temperatura do solvente, extragdes por aproximadamente 9 horas em aparelho
de Soxhlet seriam suficientes para promover praticamente a extracdo de
quantidades semelhantes de 6leo, todavia, a diferengca no tempo de extracao
ainda seria em torno de 90 %.

Estes resultados estdo de acordo com a observagado de DEL VALLE e
AGUILERA (1999), segundo a qual, a extracdo por fluidos supercriticos é
geralmente mais rapida que a extragdo convencional por solventes, devido a
sua alta difusividade e baixa viscosidade. MOLERO GOMEZ et al. (1996),
obtiveram uma redugao de 85 % no tempo necessario para a extragdo de 6leo
de sementes de uva (20 h para a extragdo com Soxhlet e 3 h para a extragao
com CO,-SC).
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Na extragdo por CO.-SC, as curvas apresentadas para cada condigcao
em fungdo do tempo (Figura 9a), denotam um efeito diferenciado da
temperatura e da densidade. As trés condicbes de extracdo seguem um
comportamento padrdo, ou seja, um aumento linear na fase inicial, € um
decréscimo no final, com a redugao da taxa de extracdao (CHAO et al., 1993;
CORREA et al. 1994; GE et al., 2002).
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Figura 9 — Rendimento em 6leo em fungao do tempo de extragao dinamica (a);
Solubilidade do é6leo no CO, em funcdo do tempo de extracédo e
massa de CO, consumida (b).
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Este comportamento € inerente aos processos de extragdao por CO;
supercritico (LANG e WAI, 2001) e se deve a rapida remog¢ao do soluto da
superficie das particulas primeiramente, e a remo¢ao mais lenta do soluto no
interior da matriz em seguida, quando entdo a taxa de extragao torna-se mais
ou menos constante. Um paralelo com a desidratagcdo de alimentos pode ser
feito, uma vez que a remogao da agua torna-se cada vez mais dificil, a medida
em que diminui a sua disponibilidade na superficie do alimento.

A extracdo a 70 °C e 0,74 g/mL apresentou incrementos praticamente
constantes até os 50 min, atingindo o maximo rendimento aos 60 min. Ja a
extragao a 70 °C e 0,81 g/mL apresentou incrementos mais pronunciados que
a condi¢ao anterior, mais ou menos constantes até aproximadamente 25 min,
decrescendo a taxa de extragdo até os 40 min, quando foi verificado o
rendimento maximo em 6leo. Neste caso, o incremento da taxa de extracéo e a
consequente redugdo do tempo, foram devidos ao efeito do aumento da
densidade e consequentemente do poder de solvataggo do CO»
(CORREA et al., 1994; MARKOM et al., 2001), uma vez que as extragdes
foram realizadas a mesma temperatura.

De acordo com MODEY et al. (1996) e BJORKLUND et al. (1998), o
aumento da temperatura de extragdo geralmente contribui para a dessor¢ao do
material a ser extraido da matriz, o que foi observado neste trabalho. A 90 °C a
taxa de extracdo foi mais pronunciada, sendo necessarios somente 20 min
para atingir o rendimento maximo. Isto significa que o aumento de 20 °C na
temperatura, verificado entre as extragbes a 70 °C e 0,81 g/mL e 90 °C e
0,77 g/mL promoveu o mesmo efeito que a elevacdo da densidade em
0,07 g/mL observada entre as extragbes a 70 °C, uma vez que nos dois casos,
o tempo de extragao foi reduzido pela metade (60 min para 40 min e 40 min
para 20 min, respectivamente).

Entretanto, mesmo que o menor tempo de extragao tenha sido verificado
a temperatura de extracido de 90 °C, as observacdes anteriores por si s6 nao
expressam a intensidade do efeito da elevacao da temperatura e da densidade.
Ainda, se for desconsiderado o tempo necessario para se obter o rendimento

maximo em O6leo em cada condigdo, a variacdo da densidade ou da
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temperatura nao influenciou a extragao, uma vez que todo o 6leo disponivel foi
extraido.

A Figura 9b apresenta a solubilidade de 6leo no CO,; em fungdo do
tempo de extracdo e da massa de CO, consumido. Observa-se que as
condicbes de extracdo apresentaram comportamentos diferenciados em
relacdo ao rendimento em 6leo e ao consumo de CO,. Diferentemente da
extragdo a 70 °C e 0,74 g/mL, as extragbes a 70 °C e 0,81 g/mL e a 90 °C e
0,77 g/mL, apresentaram inicialmente uma solubilidade menor de 6leo no CO,
(entre 5min e 10 min). Provavelmente, este comportamento deva-se ao
elevado fluxo de CO; utilizado nestas condigdes de extracdo, ndo permitindo
uma maior saturagao do fluido, inicialmente.

Contudo, é evidente que a extracdo a 90 °C foi a mais eficiente. Por este
motivo, concluiu-se que a pressao de vapor do 6leo e a difusividade do CO,
foram determinantes para a eficiéncia do processo de extracdo, o que € comum
para substancias com alto ponto de ebuligdo (LANG e WAI, 2001) como é o
caso dos trigliceridios.

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia do processo seria reduzir o
fluxo de extracdo, (PAPAMICHAIL et al., 2000) o que aumentaria a saturagao
para valores o mais proximo possiveis do equilibrio (EGGERS, 1996). Por isso,
0 maior aproveitamento do CO, contribuiria para a reducao de custos.

Por outro lado, o aumento do tempo de extragdo proporcionaria um
efeito oposto e obviamente nao seria desejavel (EGGERS, 1996). Desta forma,
para alcangcar o maximo rendimento na extracdo de um determinado soluto,
grandes volumes de fluido s&o utilizados, como pode ser observado no
trabalho de MOHAMED (1997), na extragdo de 6leo de manteiga. Nestes
casos, a saturacao do CO,, utilizada em estudos de solubilidade, raramente é
atingida, uma vez que seria inviavel economicamente. ZHAO et al. (1987),
observaram que a concentragao do oleo de farelo de arroz no CO; foi de até
um tergo do valor de solubilidade determinado para 6leos vegetais.

E importante lembrar que a condugéo do estudo do tempo dinamico,
neste trabalho, foi diferente daquela realizada normalmente. A cada 5 minutos,
quando a coleta do d6leo era efetuada, ocorria um efeito da extracao estatica,

uma vez que a camara de extracdo era mantida pressurizada neste intervalo.
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Este sistema de extracdo ¢é semelhante ao  definido por
BJORKLUND et al. (1998), como stepwise extraction, e permite 0 aumento da
eficiéncia do processo de extracdo pela modificacdo da matriz ou da interacéo
entre a matriz e o material a ser extraido.

Por esta razdo, o rendimento em O6leo, observado com 20 min de
extracdo dinamica na Etapa 1 € menor que o observado no mesmo tempo de
extracdo nesta etapa, para todas as condigdes de extragcdo. A condigao de
90 °C e 0,77 g/mL, por exemplo, promoveu a extragdo de 89,9 % (10,2 g/1009)
na etapa 1 € 99,7 % (11,3 g/100g) na segunda etapa.

1.3.6.6. Teor de diterpenos de acordo com o tempo de extragdao dinamica
(Teo)

O teor de diterpenos foi avaliado no 6leo em funcdo do tempo de
extracdo dinamica. Observaram-se a taxa de extragao dos diterpenos nas
diferentes temperaturas de extragao e densidades do CO; e a relagao entre o
teor de diterpenos e o consumo de CO; ao longo do tempo.

As Figuras 10a e 10b apresentam o comportamento das curvas de
extracdo do cafestol e do caveol, respectivamente. Os maiores teores de
cafestol e de caveol foram observados nas extragdes a 70 °C e 0,74 g/mL, 70
°C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL, respectivamente, comportamento inverso
aquele apresentado pelo 6leo (Figura 9a). Estes resultados estdo de acordo
com as observacgdes feitas anteriormente, onde as condigdes de extragcao que
proporcionaram os maiores rendimentos em 6leo, continham os maiores teores
de diterpenos, e vice versa.

Outra caracteristica apresentada pelas curvas é que a taxa de
extragdo dos diterpenos seguiu aproximadamente a mesma tendéncia da
extragdo do 6leo, ou seja, uma maior inclinagcdo na extragdo a 90 °C e
0,77 g/mL e inclinagdes semelhantes nas extragdes a 70 °C.

Isto demonstra, como ja discutido, que o teor de diterpenos esta
relacionado a quantidade de dleo extraida, mesmo que nao totalmente, uma
vez que valores mais elevados de diterpenos foram observados em condigcbes
de extracdo que apresentaram quantidades de 6leo também maiores. Caso a

concentracdo dos diterpenos no Oleo dependesse exclusivamente da
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quantidade de oOleo extraida, as concentragbes dos diterpenos seriam muito

préximas, para quantidades de 6leo semelhantes. Como pode ser observado

pelas Figuras 10a e 10b, esta afirmativa ndo é verdadeira.

Cafestol (mg/100 g de bleo)

Caveol (mg/100 g de dleo)

Figura 10 —
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Teores de cafestol (a) e de caveol (b) no éleo, em fungdo do tempo
de extragao dinamica.

A concentragao de cafestol no 6leo, no tempo final de extracéo foi de
201,7 mg/100 g, 230,0 mg/100 g e 182,8 mg/100 g, para as extra¢des a 70 °C
e 0,74 g/mL, 70 °C e 0,81 g/mL e 90 °C e 0,77 g/mL, respectivamente. Para o

caveol, as concentragdes finais foram de 251,6 mg/100 g, 261,1 mg/100 g e

230,9 mg/100 g, respectivamente. Estes valores, se comparados aqueles
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encontrados no oleo extraido por solvente, representam uma redugao média de
47 % para o cafestol e 48 % para o caveol.

Concentragdes de cafestol e de caveol intermediarias ou até um pouco
maiores que aquelas observadas no 6leo extraido por hexano foram obtidas na
extragao por CO; supercritico. Estes resultados indicam que a extragdo do 6leo
de café verde por CO,-SC é viavel do ponto de vista técnico. Neste trabalho foi
possivel obter diferentes rendimentos em d&leo com concentragdes de
diterpenos variadas. De uma forma geral, a medida em que o rendimento em
6leo aumentou, o teor de diterpenos diminuiu, demonstrando a sua

interdependéncia.
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1.4. CONCLUSOES

No presente trabalho foram estudadas algumas variaveis importantes
para a otimizacdo do processo de extragcao do 6leo de café verde com didxido
de carbono supercritico. Os resultados obtidos para o rendimento em 6leo, o
perfil de acidos graxos e o seu teor de diterpenos, foram comparados com o
Oleo obtido por extracdo em equipamento de Soxhlet, utilizando hexano como
solvente.

O perfil de acidos graxos foi semelhante para os dois métodos de
extragdo, embora a extracdo com CO,-SC tenha apresentado teores
ligeiramente menores de acidos graxos com numero igual ou superior a 18
carbonos. As diferentes pressbes e temperaturas utilizadas na extragdo por
CO,-SC nao denotaram qualquer diferenca que pudesse ser atribuida a
variacao na seletividade do fluido supercritico.

O teor de 6leo no café, determinado por extragdo com hexano, foi de
11,37%, e este rendimento foi atingido pela extragdo com CO,-SC. As
caracteristicas da matéria-prima a as condicdes utilizadas foram: umidade do
café: 9,98 %; granulometria do café: 0,297 mm a 0,35 mm; massa de café
submetida a extragdo: 200 mg; fluxo do CO3: 1,5 mL/min; e nao utilizacdo de
extragdo estatica. A temperatura e a pressao (densidade) de extracdo mais
eficientes, em termos de quantidade de 6leo obtida e consumo de CO, foram
de 90°C e 373 bar (0,77 g/mL), respectivamente, e promoveram o rendimento
maximo em 6leo em 20 min de extragdo dindamica, consumindo 28,6 g de CO,
(7,13 x 10 g/g CO,).

Em relacdo ao teor de diterpenos, observado nas condigcdes que
promoveram a extracao total do 6leo, a temperatura de 70 °C e pressao de 253
bar (densidade igual a 0,74 g/mL), foram as que proporcionaram a maior
concentracdo. Os teores de cafestol e de caveol no 6leo foram de
201,7 mg/ 100 g e 251,6 mg/100 g, respectivamente. Comparados aos teores
observados no oOleo obtido pela extracdo com hexano, estes valores
representaram uma redugdo de 52,5 % e 52,8 %, dos teores originais,

respectivamente.
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Entretanto, teores de diterpenos maiores que aqueles obtidos pela
extragdo com hexano, e de 6leo intermediarios aquele, foram observados nas
diferentes condicdes de extracdo. Conclui-se assim, que a extragcado do dleo de
café verde por didoxido de carbono supercritico, € viavel tecnicamente, e que
diferentes quantidades de 6leo, com diferentes teores de diterpenos podem ser
obtidos por esta técnica, tornando-a potencialmente utilizavel na obtencao
deste produto.
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CAPITULO 3 - EXTRAGAO DO OLEO E DE DITERPENOS DO CAFE
TORRADO COM CO, SUPERCRITICO



1.1. INTRODUGCAO

Fluidos supercriticos tem sido utilizados pela industria de alimentos
desde a década de 70. Até o comeco dos anos 80, as aplicagdes comerciais
eram confinadas a descafeinizacdo do café e a extracao de lupulo. No final dos
anos 80, as aplicagdes foram expandidas com o aparecimento de plantas em
pequena escala para a extracdo de aromas e aditivos, principalmente na
Alemanha. Ao mesmo tempo, a extracdo comercial de Iupulo e a
descafeinizagcdo do café em larga escala chegou aos Estados Unidos.
Aplicacbes em menor escala para a extracdo de produtos naturais foram
verificadas em varios paises, como no Japdo, Coréia e india. A énfase nesta
técnica foi dada, em todos os casos, pela habilidade inerente aos fluidos
supercriticos em extrair componentes de substratos complexos, e as
exigéncias governamentais e dos consumidores, por produtos obtidos sem o
uso de solventes orgénicos (TEJA e ECKERT, 2000).

Com a expansao desta tecnologia, ela passou também a ser utilizada
para a extragdo e fracionamento de 6leos e gorduras de diferentes fontes, o
que de acordo com MODEY et al. (1996), parecem ser promissores em escala
industrial. Ao mesmo tempo, a extracdo de extratos aromaticos passou a ser
estudada exaustivamente (KERROLA, 1996). Entretanto, as aplicagdes
industriais neste sentido ainda tem sido reduzidas, uma vez que o valor
agregado dos produtos obtidos por esta técnica, deve ser elevado para
compensar o seu investimento (CYGNAROWICZ-PROVOST, 1996).

O Odleo de café torrado tem sido utilizado ha bastante tempo como
aromatizante em varios alimentos e bebidas industrializadas, e possui alto valor
agregado. Ele pode ser obtido por extracdo com solventes como o hexano ou
por prensagem dos graos, o que € mais comum (ROYCHOUDHURY e
RATHINDRA, 1985). Se a extragdo por solvente € indesejavel, tanto em
relagdo a qualidade do produto final quanto ao préprio processo, o rendimento
na extragcdo por prensagem é geralmente muito baixo (LOPEZ-FONTAL e
CASTANO-CASTRILLON, 1999a), e o seu aroma pode ser bastante
prejudicado devido as altas temperaturas do processo (KOCH e PARCHET,
1994).
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Umas das aplicagdes do 6leo de café torrado se da na fabricacdo de
café instantadneo, onde é adicionado no final do processo para compensar as
perdas dos compostos volateis ocorridas na sua obten¢gdo (SCHLECHT et al.,
1993).

Uma caracteristica indesejavel no 6leo, no entanto, sdo os diterpenos
cafestol e caveol presentes na fracdo insaponificavel, razdo pela qual varios
métodos ja foram patenteados para a sua remogédo (HAMELL et al., 1979).
Além de comprometerem a estabilidade do 6leo (ROYCHOUDHURY e
RATHINDRA, 1985), varios trabalhos os tém associado ao aumento das taxas
de colesterol em animais e humanos (VAN DE WOUW et al., 1994; HECKERS
et al., 1994 e VAN ROUJ et al., 1995), e a qualidade sensorial do d6leo livre de
diterpenos € considerada melhor que aquela do dleo bruto
(HAMELL et al., 1979).

Desta forma, a obtencao do 6leo de café torrado pelo CO, supercritico
poderia ser uma alternativa para aumentar o rendimento da extragao, e obter
um produto de melhor qualidade sensorial. Além disso, a redug¢ao do teor de
diterpenos no 6leo reduziria o risco do aumento de doencgas cardiacas, pela
elevacgao das taxas de colesterol.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a extragdo do 6leo de café torrado
pelo CO, supercritico, contendo o menor teor possivel dos diterpenos cafestol

e caveol.

1.2. MATERIAL E METODOS

Amostras de café arabica (Coffea arabica) torrado, com 2,4 % de
umidade e 15,49 % de 6leo foram gentiimente fornecidas pela Companhia de
Café 3 Coragbes S.A. (Santa Luzia, MG). O café foi torrado a temperatura de
237 °C por 13,17 min em torrefador de cilindro rotativo Lilla Oppus 40.

Para evitar a oxidagdao do 6leo, as amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos de poliolefina multicamada metalizada, sob vacuo, e

armazenadas em congelador a temperatura de —15 °C.
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1.2.1. Preparo da matéria-prima

Os graos de café foram triturados para reducdo do seu tamanho,
utilizando um moedor de café de bancada (Arbel, Brasil), visando aumentar a
area interfacial para transferéncia de massa e consequentemente aumentar a
extragdo do oleo. Os graos triturados foram classificados em peneiras Tyler de
forma a obter 3 fragbes de diferentes diametros (0,297 mm a 0,35 mm; 0,35
mm a 0,42 mm e 0,42 mm a 0,50 mm).

As fragbes obtidas foram acondicionadas sob atmosfera de nitrogénio

em frascos de vidro de 250 mL com tampas de metal a temperatura de —15 °C.

1.2.2. Extragao do 6leo com solvente

A extracdo do d6leo com solvente foi realizada em aparelho Soxhlet,
utilizando hexano, por um periodo de 16 horas (AOAC, 1997). O solvente foi
removido com o auxilio de um evaporador rotativo (Fisatom, modelo 802,
Brasil), fazendo-se em seguida o resfriamento e pesagem do baldo de
extragdo, com o que foi obtido o teor de 6leo, sendo entdo acondicionado em

frascos de 5 mL a —15 °C, para posterior analise.

1.2.3. Extragao do 6leo pelo CO; supercritico

O dleo de café foi extraido em um equipamento de extragao supercritica,
modelo 7680A (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA), utilizando didxido de carbono
com pureza minima de 99,99 % (White Martins, Osasco, SP). A configuragao
do equipamento empregada esta esquematizada na Figura 1.

Neste processo extrativo, o dioxido de carbono apds atingir a
temperatura e pressdo desejada, entra em contato com a amostra
(acondicionada em filtro de papel) colocada na camara extratora de aco
inoxidavel com volume de 4,64 mL. Este procedimento € realizado sob duas
formas: a estatica, em que o fluido permanece em contato com a amostra na

pressao e temperaturas pré-definidas por um tempo fixo, sem deslocamento; e
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a dinamica, em que o gas entra em contato com amostra, e é continuamente

removido sob um fluxo e tempo pré-definidos.

Furga do CO,
o H Bomba de Coletor T T —
H "l alta pressao H
Restritor [ /%
1 ini
T T Frascos
coletores
/ Cétmarg de
extragao
o !
E Aquecedores
T Z,
Bypass
Tangue e Solvente
de IZZ(Il2 de lavagem
do coletor

Figura 1 — Figura 1 — Representagao da configuragdo do extrator supercritico
HP 7680A, utilizado no experimento.

ApOs sair da camara extratora, o fluido € conduzido pressurizado para o
restritor, onde acorre uma redugdo drastica na pressao, e consequente uma
expanséo do fluido. Com isso, o 6leo extraido decanta e é retido em um coletor
de ODS (octadecilsilica), sendo posteriormente removido por hexano e
coletado em frascos de vidro de 2 mL.

Em todas as etapas de extracio, a temperatura do restritor foi mantida a
70 °C e a do coletor a 35 °C, para impedir a decantacdo do 6leo na linha de
transferéncia e ao mesmo tempo a sua completa retengao no coletor. Durante
a lavagem do coletor, as temperaturas do restritor e do coletor foram mantidas
a 58 °C. Esta temperatura foi escolhida de acordo com a recomendacido do
fabricante do equipamento, segundo a qual a temperatura do coletor deve ser
mantida em, no minimo, 10 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do solvente
utilizado para a sua lavagem (KNIPE et al.,1993).

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) buscando verificar o efeito dos fatores granulometria do café,

massa de café submetida a extracdo, pressao do CO,, temperatura de
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extragao, fluxo do CO,, e tempo de extragdo estatica e dindmica, sobre as
variaveis rendimento em oleo, teor de diterpenos (cafestol e caveol) e perfil de
acidos graxos.

Anteriormente a execugdo do experimento propriamente dito, foi
conduzido um estudo preliminar com o objetivo de selecionar 4 temperaturas
de extragdo e respectivas pressdes do CO, que proporcionassem a maior
extragdo de o6leo possivel. Além disto com este estudo foi possivel verificar
possiveis obstrucbes do sistema de extracdo, devido ao excesso de 6leo no
restritor (KNIPE et al., 1993; VEJROSTA et al.,, 1999). Para isso, foram
estabelecidas 10 temperaturas as quais variaram de 50 °C a 95 °C (intervalos
de 5°C) nas maximas pressdes de extragdo que o equipamento pudesse
comportar em cada temperatura (os resultados estdo expressos na Tabela 3).

Selecionadas 4 temperaturas de extracao e 4 pressdes do CO, em cada
temperatura (Tabela 4), o experimento foi entdo dividido em duas etapas. Na
primeira, foram otimizadas as variaveis, temperatura de extracdo e pressao
(densidade) do CO;, em um esquema fatorial (4 x 4) com trés repetigdes,
mantendo-se constantes a granulometria do café (0,297 mm a 0,35 mm), a
quantidade de café submetida a extracdo (200 mg), o fluxo do CO, (1,5
mL/min), e o tempo de extracdo estatica (5 min) e dinamica (20 min).

Na segunda etapa, verificadas a temperatura de extracdo e pressao
(densidade) do CO,, foram selecionados trés tratamentos considerando-se o
rendimento em Oleo e a sua concentragdo em diterpenos, e otimizados
independentemente nesta sequéncia as variaveis, tempo de extragcdo estatica
(0 min, 2 min e 5 min); granulometria do café (0,42 mm a 0,50 mm, 0,35 mm a
0,42 mm, e 0,297 mm a 0,35 mm); massa de café submetida a extragdo (100
mg, 150 mg e 200 mgq); fluxo do CO, (1,5 mL/min, 2,0 mL/min e 2,5 mL/min), e
tempo dindmico (5 min, até a extracdo de 6leo maxima). Uma vez otimizada a
variavel, ela era mantida fixa para a verificagao da variavel seguinte.

O estudo do tempo de extracdo dindmica foi baseado no trabalho de
MARKOM et al. (2001), de acordo com o qual coletas sucessivas da substancia
a ser extraida s&o conduzidas na medida em que ocorre a sua extragdo. Em
nosso estudo, as coletas do 6leo para a sua quantificagdo, bem como a

determinacado dos diterpenos, foram realizadas a cada 5 min, mantendo o
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sistema de extracdo pressurizado. A vantagem deste sistema reside na

economia de CO; e na reducgdo do tempo para conduc¢ao do experimento.

1.2.4. Determinagao da quantidade de 6leo extraida

A massa de Oleo extraida, necessaria para a determinagcdo do
rendimento em O6leo, foi determinada gravimetricamente em balanca analitica,
apos a evaporagdo do hexano (verificada visualmente) com nitrogénio por
aproximadamente 5 minutos e aquecimento do extrato a aproximadamente

45 °C, em chapa aquecedora.

1.2.5. Perfil de acidos graxos e teor de diterpenos do 6leo

1.2.5.1. Preparo das amostras

Para a determinagao do perfil de acidos graxos e do teor de diterpenos,
0 Oleo armazenado foi descongelado, e saponificado com uma solugdo de
KOH 0,5 mollL em metanol (HARTMAN & LAGO, 1973). A fracéo
insaponificavel foi entdo extraida da solugdo metandlica com 3 x 2 mL de

hexano, para a determinagao do teor de diterpenos.

1.2.5.2. Determinacao do perfil dos acidos graxos

Os acidos graxos da fracdo metandlica foram esterificados (HARTMAN
& LAGO, 1973), sendo o seu perfil determinado por cromatografia de fase
gasosa, usando cromatografo Hewlett Packard 5890 Series I, equipado com
detector de ionizagdo de chama a 260 °C e coluna capilar J & W Scientific, CP-
Wax (25 m x 0,32 mm x 0,20 ym) mantida a 215 °C. O gas de arraste utilizado
foi o hidrogénio a pressao de 15 psi e velocidade de 95,6 cm/s. A temperatura

do injetor foi mantida em 230 °C.
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1.2.5.3. Determinacgao do teor de diterpenos

Os diterpenos cafestol e caveol foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alto desempenho (CLAD), em cromatdgrafo HP 1050A
equipado com duas colunas HP-C1g (200 mm x 4,6 mm x 5 um) conectadas em
série e detector de UV-VIS a 220 nm, utilizando-se como fase movel
metanol/agua (85:15 %, v/v) e fluxo de 0,7 mL/min.

O extrato de hexano contendo a fragao insaponificavel foi lavado com
1 mL de agua (3 vezes) para a remogao de residuos de sabdo. A fragao
organica contendo os diterpenos foi entdo transferida para frascos ambar de 5
mL, evaporada sob fluxo de nitrogénio com aquecimento de aproximadamente
45 °C, e ressuspendida em 1 mL de fase movel. As amostras foram filtradas em
filtros de celulose regenerada RC 55 de 0,45 um (Schleicher & Schuell, Dassel,
Alemanha) e analisadas.

As amostras foram injetadas com seringa de 100 uL e /oop de 50 uL e
os diterpenos quantificados utilizando-se curvas de calibragdo construidas com
padrées de cafestol (LKT Labs, Inc. Saint Paul, Minessota) e caveol (Sigma,
Saint Louis, Missouri).

Para a construcado das curvas de calibragao, foi preparada uma solugao
estoque de cada padrédo na concentracdo de 1 mg/mL, diluidos na fase mével.
As solugdes estoques foram diluidas de forma a se obter as seguintes
concentragcdes para cada padrao: cafestol: 0,019 mg/mL, 0,038 mg/mL, 0,076
mg/mL, 0,114 mg/mL e 0,152 mg/mL; e caveol: 0,016 mg/mL, 0,032 mg/mL,
0,064 mg/mL, 0,096 mg/mL e 0,128 mg/mL.

O indice de recuperacao do método foi obtido adicionando-se 20 L, 40
ML e 60 pL de uma mistura de cafestol e caveol (1 mg/mL) a uma amostra de

Oleo obtida por extragdo com hexano.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Perfil dos acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado no 6leo obtido em todos os
tratamentos estudados na primeira etapa do experimento. Isto foi realizado
devido a possibilidade de ocorrer extragcdo seletiva dos trigliceridios, o que
alteraria o perfil de acidos graxos do 6leo (MARKOM et al., 2001, KIM et al.
1999, PALMER e TING, 1995), e consequentemente a sua estabilidade a
oxidagéo.

A Tabela 1 apresenta os valores em porcentagem de area relativa de
cada acido graxo, em comparagao com o Oleo extraido por hexano. Tanto na
extragao por solvente quanto com CO,-SC, observou-se uma predominancia

dos acidos graxos linoléico (C18:2) e palmitico (C16:0).

Tabela 1 - Perfil dos acidos graxos do 6leo de café obtido na primeira etapa do
experimento com CO,, em comparagdo com o Oleo obtido por
extragdo com hexano (porcentagem de area relativa).

Acido graxo Hexano' SC-CO,’
C14:0 0,10 £ 0,01 0,13+ 0,06
C16:0 33,04 £ 0,50 34,41 +£ 0,75
C16:1 <01 0,14 £ 0,07
C18:0 7,14 + 0,50 7,68 + 0,66
C18:109 8,78 £ 0,21 9,01+0,13
C18:1011 0,41+ 0,01 0,50 + 0,05
C18:2 45,98 + 0,96 43,81 + 0,39
C18:3 1,76 £ 0,30 1,41 £ 0,06
C20:0 2,00 £ 0,05 2,38 £0,19
C20:1 0,21 £0,03 0,20 +£ 0,02
C22:0 0,43 +£0,08 0,33+0,05
C24:0 0,15 + 0,02 <0,1

" Média de 3 repeticdes; * Média de 48 repeticdes.

Como o desvio padrao apresentado para cada acido graxo é relativo as
repeticdes de todos os tratamentos conduzidos na primeira etapa, isto significa
que praticamente nado houve alteragdo do seu perfil, com a variagcdo da

temperatura e da densidade do fluido.
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Por esta razdo, ndo foi determinado o perfil dos acidos graxos na
segunda etapa do experimento, uma vez que as variagdes no poder solvente
do fluido e na sua seletividade, dadas pelas diferentes densidades e
temperaturas, ndo apresentaram qualquer efeito.

Mesmo nas menores densidades utilizadas, onde a seletividade na
extragdo dos compostos tende a ser maior (RIZVI et al., 1986a), nenhum
comportamento que denotasse a extragdo seletiva dos acidos graxos foi
observado.

Em relacdo ao d6leo obtido com hexano, pequenas alteragdes foram
observadas. Resultados similares foram obtidos por MANESS et al. (1995), na
extracdo de Oleo de noz-peca. Relativamente, o d6leo obtido por SC-CO,
apresentou menores teores de acido estearico (C18:0), acido oléico (C18:1),
acido araquidico (C20:0) e acido behénico (C22:0), em detrimento aos maiores
teores de acido palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1) e linoléico (C18:2).

De acordo com MORALES et al.,, (1998), as altas temperaturas e
densidades utilizadas na extragdo por CO,-SC podem contribuir para o
processo de oxidacado dos acidos graxos insaturados, levando a formagao de
compostos indesejaveis. Entretanto, assim como as diferentes condi¢gdes do
processo nao alteraram o perfil de acidos graxos, ndo foi observada nenhuma
relagdo entre o aumento da temperatura de extracdo e da densidade do CO; e

a diminuicdo da concentragao de acidos graxos.

1.3.2. Curva de calibragao e indice de recuperagcao do método utilizado na
determinacgao dos diterpenos

A Figura 2 apresenta um cromatograma tipico da fragdo insaponificavel

do ¢6leo extraido por CO, supercritico.
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Figura 2 — Cromatograma tipico da fragédo insaponificavel do 6leo extraido pelo
CO.-SC.

A quantificagcdo dos diterpenos foi realizada utilizando-se a técnica do
padrao externo, correlacionando a area de cada diterpeno com as curvas de
calibracéo obtidas para cada padréo.

Como a sua determinacéo foi realizada ao longo do experimento, o
equipamento foi calibrado pelo menos uma vez a cada determinacdo, para
diminuir erros de quantificacdo. Por isso, os coeficientes de determinagao e os
valores das constantes das curvas de calibragao para o cafestol e o caveol
foram diferentes ao longo do experimento.

Todavia, todas as equacgdes de regressao utilizadas para a quantificagéo
dos diterpenos, apresentaram coeficientes de determinacdo com valores acima
de 0,999.

O indice de recuperacdo de cada diterpeno foi determinado na fracao
insaponificavel do 6leo obtido por solvente, apds a sua quantificagao e adigcao
de quantidades conhecidas dos padrbes cada diterpeno (Tabela 2).

O indice de recuperagao médio foi de 102,83 % para o cafestol e de
95,69 % para o caveol, respectivamente, valores considerados excelentes em

analise quimica.
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Tabela 2 — indice de recuperacdo do método utilizado na determinacdo dos

diterpenos.
Valor Quantidade Valor indice de
original adicionada encontrado* recuperacao
(mg/1009g) (mg/1009) (mg/1009g) (%)
Cafestol
Amostra1  328,5 % 3,9 100 467,4 + 3,6 109,11+ 2,9
Amostra2 328,5% 3,9 200 546,1 £ 8,0 103,3+£6,0
Amostra3  328,5+ 3,9 300 604,1 £5,9 96,1+1,9
Caveol
Amostra1 397,8 £ 6,6 100 529,5+5,8 106,4 £ 5,2
Amostra2 397,8 £ 6,6 200 5529+7,7 92,5+9,3
Amostra3 397,8 £ 6,6 300 615,5+£ 10,1 88,2+8,4

*Valores médios de triplicatas.

1.3.3. Estudos preliminares para a otimizagao do rendimento em 6leo pelo
CO,-SC.

Antes da execucgao do experimento propriamente dito, foi conduzido um
estudo preliminar com os objetivos de, verificar possiveis obstrugdes do
sistema de extragdo, devido ao excesso de oleo no restritor (KNIPE et al.,
1993; VEJROSTA et al., 1999), e determinar a faixa de temperatura e
densidade de extracado que seriam utilizadas posteriormente (Tabela 3).

Foram primeiramente verificados a massa de café submetida a extracéo
e o fluxo de CO,, para um maximo rendimento em Oleo. Verificou-se que
quantidades menores que 500 mg de amostra, deveriam ser utilizadas para
que houvesse a possibilidade de todo o dleo ser extraido, sem que ocorresse a
sua decantacdo na linha de extracdo. Foi verificado também que fluxos
elevados, como 3 mL/min causavam esse problema, razao pela qual optou-se
por utilizar o fluxo de 2,0 mL/min e 300 mg de amostra. Nesta fase foram
mantidos constantes, o tempo de extragdo estatica (5 min); o tempo de
extragdo dindmica (20 min); a temperatura do restritor (70 °C) e do coletor
(15 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a 0,350 mm).

Os rendimentos observados foram relativamente baixos se comparados

a extragdo com hexano. Por isso, optou-se por reduzir a massa de café na
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camara extratora para 200 mg. Como a massa de café submetida a extragcao
foi reduzida, decidiu-se reduzir o fluxo de CO; para 1,5 mL/min, com o objetivo
de aumentar a eficiéncia do processo de extragdo, o qual sera discutido na
Tabela 5.

Tabela 3 — Rendimento em 6leo e solubilidade do 6leo no CO,, em diferentes
temperaturas de extracéo e pressdes do CO..

T P Densidade Rendimento Solubilidade do
(°C) (bar) do CO; em Oleo** 6leo no CO***
(g/mL)* (%) (mg/g)
50 370 0,91 51,2 0,589
55 365 0,89 59,9 0,689
60 380 0,88 66,1 0,761
65 375 0,86 65,3 0,752
70 371 0,84 66,8 0,768
75 368 0,82 65,5 0,753
80 379 0,81 69,7 0,802
85 376 0,79 60,3 0,694
90 373 0,77 69,1 0,794
95 382 0,76 65,9 0,758

* os valores de densidade foram calculados pelo programa SFE versédo 2.0,
1991, o qual acompanha o equipamento de extracdo; ** em relagdo a extracao
com hexano; *** Massa de CO, consumida (g) = 0,92 g/mL (densidade do CO
na entrada da bomba) x Tgp x FCOa.

Também com o intuito de reduzir o consumo de CO; no sistema de
refrigeragdo, a temperatura do coletor foi aumentada de 15 °C para 35 °C,
verificando-se possiveis perdas no rendimento em 6leo. Para tal, a extracéo a
80 °C e 379 bar, foi escolhida por proporcionar o melhor rendimento. Os
resultados ndo demonstraram diferengas na quantidade de 6leo coletada com o
que a temperatura do coletor foi mantida em 35 °C. Esta temperatura foi entdo
utilizada no experimento.

Optou-se entdo por utilizar no experimento, as 4 temperaturas de
extragdo com maior rendimento em 6leo, ou seja, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 90 °C.
Para cada temperatura foram estipuladas 4 densidades do CO, com diferenca
de 0,03 g/mL, partindo-se da maior pressao possivel do equipamento em cada

temperatura (Tabela 4).
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Tabela 4 — Temperaturas, pressdoes e respectivas densidades selecionadas

para a Etapa 1 do experimento

T (°C) P (bar) - p (g/mL)
60 235-0,77 275-0,81 314-0,84 380-0,88
70 253-0,74 280-0,77 327-0,81 371-0,84
80 268-0,71 294-0,74 327-0,77 379-0,81
90 280-0,68 306-071 337-0,74 373-0,77

1.3.4. Etapa 1 — Rendimento em 6leo em funcao da temperatura e da
densidade de extragao

Nesta etapa foi otimizado o rendimento em éleo para cada temperatura
e densidade pré-determinadas, mantendo-se constantes o fluxo de CO,
(1,5 mL/min); a massa de café submetida a extragdo (200 mg); o tempo de
extragao estatica (5min); o tempo de extragdo dindmica (20 min); a temperatura
do restritor (70 °C) e do coletor (35 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a
0,350 mm).

A Figura 3 apresenta o rendimento em 6leo obtido para cada tratamento,
em relagdo a extracdo com hexano (15,49 %).

Os rendimentos minimos e maximos foram observados nos tratamentos
com menor e maior densidade, respectivamente, em cada temperatura, e foram
de 29,2 % para a extragéo a 60 °C e 0,77 g/mL (235 bar), e de 86,4 % para a
extragdo a 80 °C e 0,81 g/mL (379 bar). Para comparagdo, ROSELIUS et al.
(1982), obtiveram um rendimento maximo de 13 % na extracao de dleo de café
torrado, porém, a temperatura de 150 °C e pressao de 300 atm (303,97 bar). O
rendimento obtido por BRIMMER (1996), a temperatura de 75 °C e pressao de
280 bar foi de 15 %. Entretanto, como estes trabalhos foram publicados na
forma de patentes, parametros como fluxo de CO, e tempo de extracdo, nao

estao disponiveis para comparacao.
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Figura 3 — Rendimento em 6leo em relagcdo a massa de café submetida a
extragdo em fungdo da densidade do CO; (a) e da temperatura de
extragao (b) (FCOz = 1,5 mL/min; Tgg = 5 min; Tgp = 20 min).

Segundo GE et al. (2002), a variagao da temperatura de extragao pode
influenciar tanto o comportamento do extrato quanto do fluido supercritico. O
aumento da temperatura melhora o coeficiente de difusdo das moléculas do
extrato, mas reduz sua solubilidade no fluido supercritico, pela redu¢do da sua
densidade. Observou-se neste trabalho, que para uma mesma temperatura, o
aumento da densidade elevou gradualmente o rendimento em O&leo, para

valores entre 70 % e 90 %. Similarmente, para uma mesma densidade, a
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elevacdo da temperatura de extragdo aumentou o rendimento em Oleo
substancialmente, mesmo que de forma diferenciada.

De acordo com BOWARDT e HAWTHORNE (1995), geralmente, a
solubilidade maxima de um soluto é observada na maior densidade do fluido.
Por esta razdo, os maiores rendimentos em 6leo foram obtidos na maior
densidade em cada temperatura de extragao.

A relagdo entre a quantidade de dleo extraida e o consumo de CO; é
uma forma de avaliar a eficiéncia do processo de extracdo. Observa-se pela
Tabela 5, que a solubilidade do 6leo no CO, aumentou, a medida em que a

densidade foi elevada dentro de cada temperatura de extragao.

Tabela 5 — Relacao entre a quantidade de 6leo extraida e o consumo de CO;

T P Densidade do CO, Solubilidade

(°C) (bar) (9/mL) do 6leo no CO,*
(mg/g)

60 235 0,77 0,320

60 275 0,81 0,527

60 314 0,84 0,600

60 380 0,88 0,822

70 253 0,74 0,325

70 280 0,77 0,484

70 327 0,81 0,684

70 371 0,84 0,908

80 268 0,71 0,335

80 294 0,74 0,533

80 327 0,77 0,745

80 379 0,81 0,947

90 280 0,68 0,347

90 306 0,71 0,498

90 337 0,74 0,726

90 373 0,77 0,842

A menor eficiéncia foi observada na extracdo a 60 °C e 0,77 g/mL, e a
maior, a 80 °C e 0,81 g/mL, condigdes que apresentaram, respectivamente, o
menor e o maior rendimento em 6leo. Como o tempo de extragao e o fluxo de

CO; nao foram alterados durante o processo, a massa de CO, consumida em
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cada extracao, também foi mantida constante. Por esta razao, a extragdo com
maior rendimento é também a mais eficiente em termos de consumo de CO..

Se considerada a densidade de 0,77 g/mL, uUnica que se repete em
todas as temperaturas de extracdo, observa-se que para cada incremento de
1 °C na temperatura de extragdo, a solubilidade do 6leo no CO, aumentou
0,017 mg/g CO,. Se for considerado o aumento da densidade em todas as
temperaturas, em meédia, a solubilidade do 6leo no CO, aumentou 5,5 mg/g
CO; para cada incremento de 1 g/mL na densidade, ou 0,055 mg/g CO, para
cada 0,01 g/mL. E ébvio que em numeros absolutos, o aumento da densidade
parece ser mais importante para o aumento do rendimento, do que a
temperatura. Entretanto, estes valores somente podem ser uteis se for
realizada a analise de custos do processo de extracao.

A relacdo entre a quantidade de oleo extraida e a massa de CO;
consumida foi também utilizada para verificar a influéncia da redugao da massa
de café submetida a extracdo e do fluxo de CO,, em relacdo ao estudo
preliminar (Iltem 1.3.3). Foram compilados na Tabela 6, os resultados obtidos
em iguais condigdes de temperatura de extragdo e densidade do CO;, do
estudo preliminar (Tabela 3) e do atual (Tabela 5). Observa-se que com a
diminuicdo do fluxo do CO;, e do tamanho da amostra, o processo tornou-se

mais eficiente, mesmo com a elevagao da temperatura do coletor.

Tabela 6 — Otimizagdo do processo de extracdo em relagdo ao tamanho da
amostra e ao fluxo de extragao.

T (°C) P (bar) p(g/mL) Solubilidade do 6leo no CO; (mg/g)
Estudo preliminar* Experimento**
60 380 0,88 0,761 0,822
70 371 0,84 0,768 0,908
80 379 0,81 0,802 0,947
90 373 0,77 0,794 0,842

* Fluxo = 2,0 mL/min; massa de café submetida a extragdao = 300 mg.
** Fluxo = 1,5 mL/min; massa de café submetida a extragdo = 200 mg.
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1.3.4.1. Efeito da pressao - comportamento retrégrado

A variacdo da pressao e da temperatura de extragcdo afetam a
solubilidade de qualquer substancia no CO,. Devido a variacao diferenciada da
densidade, observada em torno do ponto critico e em altas pressdes reduzidas
(FRIEDRICH et al., 1982; RIZVI et al., 1986a), as isotermas representadas em
um grafico de pressao x solubilidade, podem cruzar em determinado ponto,
como demonstra a Figura 4.

Este fendbmeno ¢é conhecido como comportamento retrégrado
(MOHAMED, 1997), ou condensagao retrégrada (DEL VALLE e
AGUILERA, 1999), e demonstra o efeito diferenciado da temperatura e da
pressao de extracdo na solubilidade de diferentes substancias nos fluidos
supercriticos.

A solubilidade do 6leo no CO; tendeu a aumentar com o aumento da
pressao em todas as isotermas e entre aproximadamente 310 bar e 320 bair,
ocorre a sua interseccdo. Esta pressdo é chamada de pressao de
transformacao, e a intersec¢ao, conhecida como ponto de transformacao (GE
et al., 2002).

Abaixo do ponto de transformacédo, a solubilidade do 6leo diminuiu a
medida em que a temperatura aumentou. Ao contrario, a pressées acima do
ponto de transformacdo, o aumento da temperatura contribuiu para o aumento
da solubilidade do 6leo no CO..

De acordo com LANG e WAI (2001), a solubilidade €& o fator
determinante na eficiéncia da extragdo de uma substancia, a qual segundo
MODEY et al. (1996), é controlada por dois fatores, a volatilidade da
substancia, que é fung¢do da temperatura de extracdo, e o poder solvente do
fluido, dado pela densidade.

Desta forma, a solubilidade do 6leo € dependente principalmente, da
pressdo de vapor dos trigliceridios que o compdéem e da densidade do CO,
(GE et al., 2002). A pressdes abaixo do ponto de transformagédo, a
compressibilidade do CO. ¢é alta, e, por isso, a medida em que a temperatura
aumenta, a densidade do CO; diminui consideravelmente, reduzindo

rapidamente o seu poder solvente. Se por um lado ocorre um incremento na
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volatilidade dos trigliceridios e no coeficiente de difusdo, com o aumento da
temperatura, o efeito da reducdo da densidade € mais pronunciado, e o

resultado é a diminuicdo da solubilidade do 6leo.
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Figura 4 — Solubilidade do d6leo de café no CO,-SC, em fungdo da pressao
(¢ =60°C; m=70°C; A =80°C; e =90°C).

Por outro lado, nas pressbes acima do ponto de transformagao, o
aumento da temperatura eleva a solubilidade do 6leo no CO,. Nesta faixa de
pressao, a densidade do CO, é alta, mas a sua compressibilidade é pequena
(DEL VALE e AGUILERA, 1997). Mesmo que o aumento da temperatura
diminua o poder solvente do CO,, o seu efeito na pressdao de vapor, no
coeficiente de difusdo e consequentemente na transferéncia de massa, € muito
maior (GE et al., 2002), razdo pela qual, acima do ponto de transformacao,
incrementos de temperatura de extragdo aumentam a solubilidade do 6leo, e
consequentemente, a sua concentragao.

Na pratica, especialmente em aplicacdes industriais, extracées proximas
a pressao de transformacdo sio preferiveis uma vez que nesta condicao, a
eficiéncia do processo é pouco influenciada pela variagao da temperatura, o
que é desejavel em relagdo ao consumo de energia (GE et al., 2002).

Adicionalmente, neste ponto, a extracdo de materiais que contenham
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substancias termossensiveis, como o 6leo de café torrado, por exemplo

(BERTHOLET, 1987), é favorecida, sem comprometimento do rendimento.

1.3.5. Etapa 1 — Teor de diterpenos em fungcao da densidade e da
temperatura de extragao

Como os diterpenos foram determinados no 6leo, o procedimento para a
otimizacao do seu teor em fungdo da temperatura de extracao e da densidade
do CO, foi idéntico ao do item 1.3.4, ou seja, para cada temperatura e
densidade selecionadas, foram mantidos constantes, o fluxo de CO, (1,5
mL/min); a quantidade de amostra (200 mg); o tempo de extragéo estatica (5
min); o tempo de extracdo dindmica (20 min); a temperatura do restritor (70 °C)
e do coletor (35 °C) e a granulometria do café (0,297 mm a 0,350mm).

Cabe lembrar que ao contrario da extracdo do o6leo de café verde
(Capitulo 2), na qual o objetivo foi extrair a maior quantidade de diterpenos
possivel, no café torrado objetivou-se reduzir o teor de diterpenos no 6leo,
dadas as razdes ja citadas.

Os rendimentos em cafestol e de caveol obtidos para cada condi¢cao de
extracdo em relacdo ao o6leo extraido com hexano, estdo representados na
Figura 5.

A tendéncia na extracao dos diterpenos foi inversa aquela apresentada
para o Oleo, ou seja, incrementos de temperatura e de densidade diminuiram
gradativamente a quantidade de diterpenos extraida, comportamento oposto
aquele apresentado pelo Oleo. Por esta razdo, os trés menores rendimentos
tanto para o cafestol quanto para o caveol foram observados nas extracdes a
70 °C e 0,84 g/mL; 80 °C e 0,81 g/mL; e 90 °C e 0,77 g/mL (Tabela 7),
exatamente as mesmas condicdes que proporcionaram 0S maiores

rendimentos em 6leo (Figura 3).

110



350 -

_______________________________________________________________________________________________ Hexano,
300 -
g
2 250 |
£
-
2 200 | ——60°C
= —=—70°C
E’ ——80°C
£ 150 1 e 90°C
Q
@
£ 100 -
Q
50 |
0 T T T
0,68 0,71 0,74 0,77 0,81 0,84 0,88
p (g/mlL)
400 1. Hexano
350 -
'S 300 A
D
]
D -
g 250 ——60°C
[=] 0
£ 200 —=-70°C
) —+—80°C
E ——90°C
= 150
D
5
3 100 |
50 |
U T T T
0,68 0,71 0,74 0,77 0,81 0,84 0,38
p(g/mL)
100 -
90 -
80 - o
=
o 70 .
Q
@
0 60 -
3 (b)
o 50 -
2 H 0,68 g/mL
g 401 m0,71 g/mL
=] 00,74 g/mL
= 30
& 00,77 g/mL
20 - m0,81 g/mL
00,84 g/mL
10 1 m 0,88 gfmL
0 T T 1
60 70 80 20
T(°C)
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Tabela 7 — Rendimento em cafestol e caveol no 6leo de café para as trés
condicbes de extracdo que apresentaram os menores teores de
diterpenos totais.

Condigao de Rendimento (%)
extragao Cafestol Caveol Diterpenos totais
70°C e 0,84 g/mL 53,2 411 46,6
80 °C e 0,81 g/mL 46,7 41,5 43,8
90°C e 0,77 g/mL 63,3 53,8 58,1

O comportamento inverso demonstrado pelo teor de diterpenos e o
rendimento em 6leo pode ser mais bem compreendido quando é avaliada a
quantidade de diterpenos extraida em relacdo a massa de café submetida a
extragdo (Figura 6). Observou-se uma tendéncia no aumento do teor de
diterpenos em todas as temperaturas de extragdo, a medida em que a
densidade do CO; foi aumentada.

Contudo, este comportamento ndao é linear. A medida em que a
densidade do CO, aumenta, ocorre uma queda consideravel na taxa de
extracdo dos dois diterpenos em todas as isotermas, exceto para o cafestol na
extracdo a 90 °C, na qual a queda é bastante sultil.

Comparando-se as isotermas da Figura 6 com aquelas obtidas para o
rendimento em 06leo, na Figura 3, observa-se claramente que o aumento do
rendimento, ndo foi acompanhado pelo aumento do teor de diterpenos, razao
pela qual, a medida em que o rendimento em éleo aumentou, o seu teor de
diterpenos diminuiu consideravelmente.

CHRASTIL (1982), observou que a solubilidade dos trigliceridios no
CO,-SC é consideravelmente maior que a do cafestol para condigdes iguais de
temperatura e pressao. Esta solubilidade pode ser comparada aos valores de
concentracido do oleo e de diterpenos no CO, obtidas em nosso trabalho
(Figuras 3 e 6, respectivamente), os quais apresentam valores na faixa de

mg/g de CO; e pg/g de CO,, respectivamente.
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Figura 6 — Massa de cafestol (a) e de caveol (b) extraidas, em relacdo a massa
de café submetida a extragdo e sua solubilidade no CO,, em funcao
da densidade do CO; e da temperatura de extracao.

Quando sao plotados os resultados encontrados por Chrastil para o
cafestol e para os trigliceridios em um grafico de pressao versus solubilidade, a
inclinagdo das isotermas apresentadas pelo cafestol é consideravelmente
menor que aquelas apresentadas pelos trigliceridios (Figura 7). Isto significa
que para uma mesma temperatura, a medida em que a densidade aumenta, a
solubilidade dos trigliceridios tem um incremento proporcionalmente maior que

o do cafestol.
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Figura 7 — Solubilidade do cafestol e dos trigliceridios trioleina e trilinoleina a
40 °C em fungado da pressao (adaptado de CHRASTIL, 1982).

Extrapolando-se estes resultados também para o caveol, pode-se
concluir que a relagao entre o teor de material insaponificavel e o rendimento
em O6leo, observada por FOLSTAR (1989), e em nosso trabalho, se deve
principalmente, a variacao diferenciada na solubilidade dos diterpenos e dos

trigliceridios a medida em que as condi¢des de extracdo sdo modificadas.

1.3.6. Etapa 2 — Rendimento em dleo e teor de diterpenos de acordo com o
tempo de extracao estatica; fluxo de CO,; massa de café
submetida a extragao; granulometria do café; e tempo de
extragao dinamica.

Para prosseguir com a otimizagdo do processo, trés condicbes de
extragdo que satisfizeram os objetivos do trabalho, ou seja, extrair a maior
quantidade de 6leo com o menor teor de diterpenos possivel, foram escolhidas.

Os valores apresentados na Tabela 8 correspondem a redugdes no teor
de diterpenos em relagcéo ao 6leo obtido por solvente, de 53,4 %, 56,2 % e 41,9
% para as extracdes a 70 °C, 80 °C e 90 °C, respectivamente. Apesar de a
literatura atribuir a cada diterpeno, diferente potencial hipercolesterolémico
(POST et al., 1997), pode-se inferir que provavelmente, o 6leo obtido nessas
condigbes tem aproximadamente metade do potencial hipercolesterolémico

apresentado pelo 6leo extraido por hexano.
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Tabela 9 — Tratamentos que proporcionaram os maiores rendimentos em 6leo
e respectivos teores de diterpenos.

Temp p Rendimento em  Cafestol Caveol Rendimento
(°C) (g/mL) 6leo (%) (mg/100g de 6leo) médio*
(%)
90 0,77 76,8 208,1 213,8 58,1
80 0,81 86,4 153,4 165,0 43,8
70 0,84 82,9 174,8 163,5 46,6

* em relacdo aos dos dois diterpenos.

1.3.6.1. Rendimento em o6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com o tempo de extragao estatica (Teg)

Varios métodos de extragdo com fluidos supercriticos empregam a
combinacdo do modo de extragdo estatica e do modo de extracdo dindmica
(PORTER, 1997). De acordo com KNIPE et al. (1993), a utilizagado do tempo de
extracdo estatica deve ser considerada quando se deseja melhorar a
penetrabilidade do fluido na matriz, ou nos casos em que se utilizam
modificadores. Neste trabalho as extragcdes foram efetuadas sem tempo de
extracao estatica e com 2 min e 5 min de extracao estatica.

As Figuras 8a e 8b, demonstram que a quantidade de 6leo extraida foi
diretamente proporcional ao aumento do tempo de extragdo estatica,
comportamento contrario aquele observado para o teor de diterpenos.

Estes resultados indicam claramente que tanto em relacdo ao
rendimento em 6leo quanto ao seu teor de diterpenos, a utilizagdo da extracao
estatica foi importante. De acordo com GE et al. (2002), matrizes com
diametros de particula muito finas, podem promover uma compactagcdo do
material submetido a extracdo, dificultando a extracdo dos compostos de
interesse. Por esta razdo provavelmente, a granulometria do café utilizada
tenha dificultado a penetragao do fluido na matriz, e por isso, o uso da extragao
estatica tenha surtido efeito. E claro que esta constatagdo somente poderia ser
confirmada se fossem testadas outras granulometrias, entretanto, os resultados
obtidos sugerem este efeito.

A diferenca média entre a nao utilizacdo da extragdo estatica e a sua
utilizacdo por 5 min, para as trés condigdes de extracdo, foi de 23,9 % no

rendimento em 6leo e de 31,5 % e 49,7 % no teor de cafestol e de caveol,
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respectivamente. A diferenca foi mais evidente quando o tempo de extracéo

estatica foi elevado de 2 min para 5 min (Figura 8b).

100 +
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70°C/0,84mg/mL 80°C/0,81mg/mL

Condigao de extragao

Teor de DTP tot no 6leo {mg/100g)

70°C/0,84mg/mL 80°C/0,81mg/mL

Condigao de extragao

90°C/0,77mg/mL

90°C/0,77mg/mL

(a)

B Omin
H 2min
O 5min

(b)

M0 min
M 2 min
05 min

Figura 8 — Rendimento em 6leo e teor de diterpenos totais no 6leo de café em

funcao do tempo de extragao estatico.

Por estas razdes, o tempo estatico de 5 min foi mantido e utilizado nas

etapas subsequentes.
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1.3.6.2. Rendimento em o6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com a massa de café submetida a extragao (Msg)

Verificado o comportamento do tempo de extracido estatica foi testada a
massa de café submetida a extracdo (Tabela 10). Isto foi importante pois
permitiu observar a sua relagcdo com a massa de CO, utilizada.

Como a massa de CO; poderia estar sendo insuficiente para a completa
extracédo do 6leo e dos diterpenos decidiu-se diminuir a quantidade de café no
extrator para 100 mg e 150 mg, com o que a quantidade de dOleo e de
diterpenos disponiveis para extracao seriam menores e o rendimento poderia

aumentar, consequentemente.

Tabela 10 — Rendimento do dleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com a massa de café submetida a extracdo, para as condigdes
de extracao selecionadas.

Extragao* Mse Rendimento em 6leo  Cafestol Caveol
(9) (%) (mg/100g) (mg/1009)
100 99,88 133,4 174,3
70 °C e 0,84g/mL 150 88,63 149,1 1791
200 82,89 208,1 213,8
100 98,56 115,0 129,8
80 °C e 0,81g/mL 150 90,84 121,0 140,7
200 86,44 153,4 165,0
100 89,96 146,6 150,5
90 °C e 0,77g/mL 150 84,22 149,2 162,2
200 76,82 174,8 163,5

*Tee =5 min; FCO2= 1,5 mL/min; G¢c= 0,297 mm a 0,35 mm; Tep = 20 min.

Os resultados observados demonstraram claramente que a redugao na
quantidade de café aumentou o rendimento em 6leo em todas as condi¢des de
extracdo, com consequente reducao no teor de diterpenos. O aumento médio
no rendimento em o6leo foi de 2,18 %, enquanto a redugdo no teor de
diterpenos foi de aproximadamente 20 %.

Mesmo tendo sido verificado um incremento no rendimento em dleo e
uma reducdo consideravel do teor de diterpenos, em valores absolutos, a
quantidade de O6leo obtida a cada extragdo (batelada) ndo compensaria a
massa de CO, consumida e o tempo necessario para a extracdo. Ou seja, a

reducdo da quantidade de café para 100 mg somente seria quantitativamente
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compensada, se duplicasse o rendimento em 6leo, o que evidentemente nao
aconteceria, uma vez que o teor maximo, determinado por extragdo com
hexano, foi de 15,49 %.

Entretanto, a avaliacdo da quantidade de café no extrator foi util para
demonstrar que a quantidade de CO, utilizada era insuficiente para a completa
extragdo do oleo, necessitando entdo, um aumento no fluxo do CO; ou no
tempo de extragédo dinémica.

Estas observacées levaram a manutencdo da quantidade de café em

200 mg nas etapas seguintes.

1.3.6.3. Rendimento do 6leo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com o fluxo de CO;, (FCO,)

Devido a necessidade de aumentar a quantidade de CO,, o seu fluxo foi
elevado para 2,0 mL/min e 2,5 mL/min, procedimento que poderia levar a
sobrecarga da linha de extracdo, como verificado no estudo preliminar (Item
1.3.3.). Todavia, a quantidade de café utilizada anteriormente era de 300 mg,
ou seja, 100 mg a mais que a utilizada nesta etapa. Felizmente, este problema
nao voltou a ser observado com o aumento do fluxo de COs..

Os resultados obtidos com este procedimento estdo apresentados na
Tabela 11 e na Figura 9 e indicam que a quantidade de 6leo extraida variou de

forma diferente em cada condi¢cao de extracéao.

Tabela 11 — Rendimento em dleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com o fluxo de CO,, para as condi¢gbes de extragao selecionadas.

Extragao* FCO; Rendimento em  Cafestol Caveol
(mL/min) oleo (%) (mg/100g) (mg/100g)
(%)

1,5 82,9 208,1 213,8

70°C e 0,84 g/mL 2,0 87,6 105,3 136,8
2,5 88,6 99,8 120,6

1,5 86,4 153,4 165,0

80 °C e 0,81 g/mL 2,0 90,3 83,5 107,6
2,5 90,9 80,7 102,3

1,5 76,8 174,8 163,5

90°C e 0,77 g/mL 2,0 80,7 102,3 116,7
2,5 81,0 89,5 113,0

*Tee = 5 min; Mgeg = 200 mg; G¢ = 0,297 mm a 0,35 mm; Tgp = 20 min.
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O aumento do fluxo de CO, de 1,5 mL/min para 2,5 mL/min
proporcionou um incremento meédio de 4,77 % no rendimento em 6leo e uma
reducdo média de 43,4 % no seu teor de diterpenos (aproximadamente 50 %
no teor de cafestol). Desta forma, a variagdo no fluxo de CO, pouco afetou o
rendimento em Oleo em todas as condicbes de extragdo, mas contribuiu
significativamente para a redug¢ao no teor de diterpenos.

Estes resultados indicam que a transferéncia do oleo para o CO; foi
praticamente independente do seu fluxo. De acordo com BJORKLUND et al.
(1998), nestes casos, dada a alta interagdo entre o material a ser extraido e a
matriz, o rendimento em 6leo nao responde a elevagao do fluxo, e o uso da
extragao estatica pode ser viavel, como ja confirmado.

Provavelmente, devido a menor solubilidade dos diterpenos comparada
aos trigliceridios (CHRASTIL, 1982), o aumento do fluxo favoreceu,
relativamente, a extragdo de maiores quantidades de 6leo que de diterpenos, o
que reduziu a sua concentracdo. Mesmo assim, a elevada redugao no teor de
diterpenos nao pode ser explicada somente pelo aumento do rendimento em

6leo.

450 +
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B 1,5mL/min
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70°C/0,84 g/mL 80°C/0,81 g/mL 90°C/0,77 g/mL

Condigéo de extragao

Figura 9 — Teor de diterpenos totais no 6leo de acordo com o fluxo de COa,.
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Quando o teor de diterpenos é observado na Figura 9, fica claro que a
sua reducgao foi devida quase que totalmente ao aumento do fluxo para
2,0 mL/min, e n&o para 2,5 mL/min.

Se considerado o rendimento em 6leo, o fluxo de CO, deveria ser
mantido em 1,5 mL/min, uma vez que o seu aumento com a elevacéao do fluxo,
foi desprezivel. Entretanto, considerada a necessidade de reduzir o teor de
diterpenos, o fluxo de 2,0 mL/min foi considerada mais apropriada.

1.3.6.4. Rendimento em dleo e respectivo teor de diterpenos de acordo
com a granulometria do café (G;)

Observado o fluxo de CO,, foi estudada a influéncia da granulometria do
café na quantidade de 6leo extraida e na concentragdo dos diterpenos. E
importante observar que mesmo com a mudanga da granulometria, a massa de
café submetida a extragao foi mantida constante.

De acordo com FOLSTAR (1989), em qualquer sistema de extragcédo de
matrizes solidas, o tamanho de suas particulas influencia no rendimento dos
extratos. Particularmente, este fator € importante nos processos de extragao
com fluidos supercriticos, uma vez que matrizes com particulas muito grandes
tendem a aumentar o tempo de extracdo devido ao processo tornar-se
dependente da difusdo da substancia dentro da matriz (IBANEZ et al., 1997).
Ao contrario, particulas de menor tamanho favorecem a extracdo, uma vez que
o0 Oleo presente na sua superficie & prontamente removido pelo fluido
(GOODRUM et al., 1996).

A reducdo no tamanho das particulas aumenta a sua area superficial,
promovendo o maior rompimento das suas células e a maior exposicado do
material a ser extraido. Por outro lado, aumenta a resisténcia a penetragao do
fluido na matriz dado ao aumento da sua propria densidade (GE et al., 2002) o
que dificulta inclusive a manutenc&o do fluxo do fluido (LANG e WAI, 2001).
Obviamente, o aumento do tamanho das particulas provoca um efeito contrario,
levando a necessidade da utilizagdo de tempos de extragao prolongados (ROY
et al., 1994; LANG e WAI, 2001).

Os resultados constantes na Figura 10 indicam que os maiores

rendimentos em oleo foram obtidos utilizando-se a granulometria mais fina
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(0,297 mm a 0,35 mm) o que foi também observado por ROY et al. (1994) e
MOLERO GOMEZ et al (1996), na extragdo de 6leo de sementes de tomate e
de sementes de uva, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com
MODEY et al. (1996), segundo os quais, para amostras sélidas, quanto menor
o tamanho das particulas, melhor a taxa de extragao.

Entretanto, as trés condi¢cdes de extragao apresentaram pouca diferenca
em relacdo a quantidade de 6leo extraida, que, em média, foi 3,68 % maior na
fracdo mais fina quando comparada a fragao intermediaria, a qual apresentou
0os menores teores. Provavelmente, o comprometimento da integridade fisica
da matriz provocado pela torragao, tenha contribuido para a exposi¢gao mais ou
menos uniforme do 6leo, o que promoveu este comportamento.

Mesmo que a maior diferenca no rendimento em dleo para as diferentes
fragcdes, tenha sido observada na extragdo a maior densidade (70 °C e 0,84
g/mL) é muito dificil atribuir qualquer efeito a temperatura ou a densidade de

extracdo, uma vez que as trés condicbes forneceram resultados muito

proximos.
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Figura 10 — Rendimento em O6leo em funcdo da granulometria do café
(Fracdo 1= 0,297 a 0,35 mm; Fracédo 2 = 0,35 a 0,42 mm;
Fracdo 3 = 0,42 a 0,50 mm).
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Quanto aos diterpenos, o comportamento € semelhante aquele
observado anteriormente, ou seja, a medida em que o rendimento em Oleo

aumentou, o seu teor de diterpenos diminuiu (Tabela 12).

Tabela 12 — Rendimento em oleo e respectivo teor de diterpenos, de acordo
com a granulometria do café, para as condigdes de extracéo
selecionadas.

Extragao* G. Rendimento Cafestol Caveol
(mm) em dleo (mg/100g) (mg/100g)
(%)

0,297 a 0,35 87,6 105,3 136,8

70 °C e 0,84g/mL 0,35a0,42 59,9 125,7 167,2
0,42 a 0,50 62,2 122,8 159,6

0,297 a 0,35 90,3 83,5 107,6

80 °C e 0,81g/mL 0,35a0,42 62,8 120,3 140,6
0,42 a 0,50 67,8 108,8 124,2

0,297 a 0,35 80,7 102,3 116,7

90 °C e 0,77g/mL 0,35a0,42 64,8 117,8 138,7
0,42 a 0,50 69,8 109,7 130,3

*Tee = 5 min; Mgg = 200 mg; FCO2 = 2,0 mL/min; Tgp = 20 min.

As variacbes no teor de diterpenos foram mais pronunciadas na
extragdo a 80 °C, a qual apresentou uma diferenga média entre a maior e a
menor concentracdo, de 44,1 % e 30,7 %, para o cafestol e o caveol,
respectivamente. As reducdes observadas a 70 °C e 90 °C foram semelhantes
para os dois diterpenos e da ordem de 20 %.

A menor variagdo na quantidade de 6leo na extragdo a 90 °C (2,46 %)
comparada a extragdo a 80 °C (4,26 %), poderia indicar que a diferenga na
reducdo do teor de diterpenos entre estas duas condigdes fosse devido
somente as diferengas no rendimento em dleo. Entretanto, a extragdo a 70 °C
apresentou uma diferengca semelhante aquela a 80 °C, e quase duas vezes
maior no teor de diterpenos, o que significa que outros fatores estdo envolvidos
na extracdo dos diterpenos que nao somente a relagao direta com o
rendimento em dleo.

De qualquer forma, a granulometria mais fina (0,297 mm a 0,35 mm)

apresentou os maiores rendimentos em 6leo e as menores concentragdes de
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diterpenos, com o que ela foi mantida para o estudo do tempo de extracéo

dindmica.

1.3.6.5. Rendimento em éleo de acordo com o tempo de extragcao
dindmica (Tep)

Observada a taxa de extracdo do 6leo e o teor de diterpenos, em fungao
do tempo de extracdo estatica, da massa de café submetida a extracédo, do
fluxo de CO,, e da granulometria do café, e selecionada a melhor condicdo em
cada uma destas variaveis, foi estudado o tempo de extragado dinamica.

Esta variavel € importante porqué permite ndo somente modificar o
tempo de contato entre o fluido e a amostra, mas também verificar a relagao
entre a quantidade de extrato obtida e a massa de fluido utilizada na extragéo
(FAVATTI et al., 1991; DUNFORD et al., 1998; ROZZI et al., 2002), ou seja, a
eficiéncia do processo.

A Figura 11a apresenta o rendimento em 6leo a cada 5 min de extracao.
Independentemente do comportamento de cada condicdo de extracdo, a
variagao do tempo de extracdo, permitiu que as trés condicdes de temperatura
e densidades selecionadas proporcionassem rendimentos em dleo
semelhantes ao obtido na extragdo convencional com hexano. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por, CORREA et al. (1994), na extragdo de
oleo de semente de maracuja, TAYLOR et al. (1993), na extracdo de 6leo de
soja, de canola e de germe de milho e FRIEDRICH et al. (1984), na extragao
de 6leo de soja.

Primeiramente, observou-se que a extragdo por solvente consumiu um
tempo de 16 horas, enquanto os tempos necessarios para atingir o maximo
rendimento com o CO, foram de 30 min, 25 min e 20 min, para as extragdes a
90 °C e 0,77 g/mL, 80 °C e 0,81 g/mL e 70 °C e 0,84 g/mL, respectivamente, o
que representa uma reducao de aproximadamente 98 % no tempo necessario
para a extracdo do 6leo. Obviamente, o aumento da temperatura do solvente
poderia reduzir a extragdo para 9 horas em aparelho de Soxhlet, tempo
suficiente para promover praticamente a mesma extragcdo em oleo, todavia, a

diferencga ainda seria maior que 90 %.
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Figura 11 — Rendimento em 6leo em funcédo do tempo de extragdo dinamica
(a); Solubilidade do 6leo no CO, em fungéo do tempo de extragao
e massa de CO, consumida (b).

Estes resultados estdo de acordo com a observagao de DEL VALLE e
AGUILERA (1999), em que a extracao por fluidos supercriticos € geralmente
mais rapida que a extracdo convencional por solventes devido a sua alta
difusividade e baixa viscosidade. MOLERO GOMEZ et al. (1996), obtiveram
uma redugéo de 85 % no tempo gasto para a extragdo de 6leo de sementes de

uva (20 h para a extragdo com Soxhlet e 3 h para a extragdo com CO,- SC).
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Na extracdo do 6leo de café pelo CO,-SC, as curvas obtidas em cada
condigdo em fungdo do tempo de extragdo dinamica (Figura 11a),
demonstraram que as diferentes temperaturas e densidades de extracdo
proporcionaram efeitos muito proximos. Provavelmente, este comportamento
seja devido ao comprometimento da integridade fisica da matriz, provocado
pela torragdo, o que contribuiu para a exposicdo mais ou menos uniforme do
Oleo a extracao pelo CO,-SC.

As trés condigdes de extracdo seguem um comportamento padrdo, ou
seja, um aumento linear na fase inicial, e um decréscimo no final com a
reducdo da taxa de extracdo (CHAO et al., 1993; CORREA et al. 1994; GE et
al., 2002). De acordo com ROY et al. (1994), a rapida extragao inicial do oleo
ocorre devido ao rompimento das paredes das células que o contém, o que o
torna mais acessivel. Entretanto, a medida em que ocorre a sua remogao, a
maior retencdo do 6leo presente dentro da estrutura da matriz, diminui a taxa
de extracdo (LANG e WAI, 2001).

De uma forma geral, verificou-se que quanto menor a temperatura de
extracdo e maior a densidade do CO,, maior a taxa de extragcdo do 6leo. Com
isso, a extracado a 70 °C e 0,84 g/mL, consumiu um tempo menor que as outras
condigbes para atingir o mesmo rendimento. Portanto, o incremento da taxa de
extracdo e a consequente reducido do tempo podem ser atribuidos ao efeito do
aumento da densidade e consequentemente do poder de solvatagao do CO,
(CORREA et al., 1994; MARKOM et al., 2001).

Entretanto, a observagcao das curvas denota que a reducido da taxa de
extracdo ndo foi muito acentuada, indicando que a maior parte do dleo
presente na matriz estava prontamente disponivel para a extragdo. De acordo
com LANG e WAI (2001), a difusdao de um soluto para fora da matriz pode ser
afetada por trés fatores: (1) a ocupacéo dos sitios da matriz pelas moléculas do
fluido de extracdo, a qual poder reduzir a afinidade da matriz pelo soluto; (2) a
dissolucdo do soluto no fluido, que esta diretamente relacionada a densidade
do fluido; (3) aos efeitos da temperatura, os quais podem influenciar a

volatilidade do soluto, particularmente aqueles com alto ponto de ebulicéo.
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Neste trabalho, é possivel concluir que a remocgao do 6leo foi governada
pela sua dissolugao no CO,, e que por isso, a maior taxa de extracdo se deu na
maior densidade do fluido e ndo na extracdo a maior temperatura.

A avaliacdo do comportamento das curvas de extragdo € importante
uma vez que em determinados casos, a extracdo completa de determinada
substancia requer um tempo muito elevado, nao sendo viavel economicamente
(LANG e WAI, 2001).

Contudo, mesmo que o menor tempo de extracido tenha sido verificado
na maior densidade, as observagdes anteriores ndo expressam o efeito da
temperatura e da densidade na extragao do oleo, por si s6. Mesmo porque, se
for desconsiderado o tempo necessario para obter o rendimento maximo, em
cada condi¢cdo, a variagdo da densidade e da temperatura ndo apresentou
qualquer efeito, uma vez que todo o 6leo foi extraido.

Quando é observada a quantidade de CO, consumida, no entanto, e
principalmente, a relagdo entre a quantidade de Odleo extraida e de CO,
consumido (Figura 11b), nota-se que a extragdo a maior densidade foi a mais
eficiente, pelo menos nos primeiros 10 min, onde dois tergos do 6leo ja haviam
sido extraidos. A partir dai, a relagdo entre a quantidade de CO; e o
rendimento em 6leo tende a se igualar nas diferentes condi¢cdes de extragao.

Independente disso, e ignorando fatores nao considerados neste
trabalho, como o consumo de energia para se atingir determinada densidade, a
extragdo a 70 °C e 0,84 g/mL foi mais adequada por necessitar de menor
tempo para a completa extragdo do oleo.

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia do processo seria reduzir o
fluxo de extragdo (PAPAMICHAIL et al., 2000) o que aumentaria a saturagao
do CO; a valores mais proximos do equilibrio (EGGERS, 1996). Desta forma, o
maior aproveitamento do CO, contribuiria para a reducéo de custos.

Por outro lado, o aumento do tempo de extragcdo proporcionaria um
efeito oposto e obviamente ndo seria desejavel (EGGERS, 1996). Por este
motivo, quando se deseja estudar o rendimento da extracdo de um
determinado soluto, grandes volumes de fluido acabam sendo utilizados, como
pode ser observado no trabalho de MOHAMED (1997), com a extragao de 6leo

de manteiga. Nestes casos, a saturacdo do CO,, obtida em estudos de
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solubilidade raramente é utilizada, como observado por ZHAO et al. (1987), na

extracao de oleo de farelo de arroz.

1.3.6.6. Teor de diterpenos de acordo com o tempo de extragdao dinamica
(Ten)

O teor de diterpenos no 6leo foi também avaliado em fungédo do tempo
de extracdo dindmica. Da mesma forma que na avaliagdo do comportamento
do dleo, foi possivel observar a taxa de extragcdo dos diterpenos nas diferentes
temperaturas de extracido e densidades do CO..

As Figuras 12a e 12b apresentam o comportamento das curvas de
extracdo do cafestol e do caveol, respectivamente. E importante lembrar, que
os tempos de extragao finais sdo exatamente os mesmos determinados para o
Oleo, ja que os diterpenos foram determinados em relacéo a ele.

Os teores de cafestol e de caveol variaram com o tempo em todas as
condigdes de extracao. Até os 10 min, os maiores teores de diterpenos foram
observados na extracdo a 80 °C e 0,81 g/mL. A partir dai a extragdo a
90 °C e 0,77 g/mL proporcionou os maiores teores, comportamento inverso
aquele apresentado pelo rendimento em 6leo (Figura 11a). Estes resultados
estdo de acordo com as observacdes feitas anteriormente, uma vez que os
teores de diterpenos dependem da quantidade de dleo extraida.

Por esta razao, a inclinagao das curvas também foi muito semelhante,
analogamente as curvas de extragao do 6leo (Figura 11a), o que significa que
a taxa de extragdo dos diterpenos seguiu, aproximadamente, a mesma
tendéncia da extracéo do dleo.

A concentracdo de cafestol no 6leo no tempo final de extracdo em
cada condicéao foi de 122,2 mg/100 g, 111,3 mg/100 g e 94,4 mg/100 g, para as
extragdes a 80 °C e 0,81 g/mL, 90 °C e 0,77 g/mL e 70 °C e 0,84 g/mL,
respectivamente. Para o caveol, as concentragdes finais foram de
165,7 mg/100 g, 139,8 mg/100 g e 114,7 mg/100 g, respectivamente. Estes
valores, correspondem a uma redugcdo média de 67 % para o cafestol e 65 %

para o caveol, em relagédo ao oleo extraido por hexano.
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Figura 12 — Teores de cafestol (a) e de caveol (b) no 6leo, em fungao do tempo
de extragao dinamica.

Estes resultados indicam que a extragdo a 70 °C e 0,84 g/mL foi a
mais adequada para a extragcdo da maior quantidade de 6leo com o menor teor
de diterpenos.

Isto significa que a extragdo do Oleo de café torrado por CO,
supercritico, além de proporcionar teores bem maiores que aqueles
comumente observados na extragdo por prensagem, proporciona 0S mesmos
teores que a extragao convencional por hexano. Entretanto, a reducio do teor
de diterpenos em aproximadamente 66 % em relacdo ao 6leo extraido por
hexano, aumenta a sua estabilidade e a sua qualidade sensorial e reduz

substancialmente o seu poder hipercolesterolémico.
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1.4. CONCLUSOES

Algumas variaveis importantes para a otimizagdo do processo de
extragdo do 6leo de café torrado pelo diéxido de carbono supercritico foram
avaliadas no presente trabalho. O rendimento em o6leo, o perfil de acidos
graxos e o seu teor de diterpenos, foram comparados com o 6leo obtido com
hexano,em equipamento de Soxhlet.

Quanto ao perfil de &cidos graxos, resultados semelhantes foram
observados entre os dois métodos, sendo o acido palmitico e o linoléico
predominantes. Da mesma forma, a extracdo por CO,-SC n&o apresentou
qualquer diferenga no perfil de acidos graxos do éleo extraido em diferentes
temperaturas e pressdes (densidades), ndo demonstrando qualquer relagao
entre as condigdes de extragcao e a proporgao relativa dos acidos graxos.

A extragdo pelo CO,-SC foi eficiente na extragdo do dleo e na redugéo
do seu teor de diterpenos. A extracdo a temperatura de 70 °C e pressao de 371
bar (densidade de 0,84 g/mL), durante 20 min, foi suficiente para obter cem por
cento de rendimento em 6leo, determinado pela extracdo com hexano como
sendo 15,49 %. As seguintes caracteristicas da matéria-prima e condigdes de
extragdo foram utilizadas, umidade do café: 2,40 %; granulometria do café:
0,297 mm a 0,35 mm; massa de café submetida a extragdo: 200 mg; fluxo do
CO2: 2,0 mL/min; tempo de extragao estatica: 5 min. O consumo de CO;, foi de
36,8 g, 0 que representa uma relacdo de 8,22 x 10* g de 6leo por grama de
COs.

Quanto aos diterpenos, foi observada uma relagdo inversa com a
quantidade de dleo obtida, ou seja, quanto maior o rendimento em 6leo, menor
a sua concentragao.

Desta forma, a extragcdo a 70 °C e 371 bar (0,84 g/mL) foi também a
mais eficiente, na reducao do teor de diterpenos presentes no 6leo. Os teores
de cafestol e de caveol foram de 94,4 mg/100 g e 114,7 mg/100 g,
respectivamente. Estes valores, representam uma reducéo de 71,3 % e 71,2
%, dos teores determinados no 6leo obtido por solvente, respectivamente.

Isto significa que a extracdo do o6leo de café torrado pelo CO,

supercritico é viavel tecnicamente, pois além de propiciar rendimentos
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semelhantes aqueles proporcionados pela extragdo com hexano, promoveu a
reducdo do seu teor de diterpenos em aproximadamente 71 %, aumentando
significativamente a sua estabilidade, e reduzindo o seu poder

hipercolesterolémico.
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