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RESUMO

O café conquistou o paladar de iniameros povos, em diversas regides do
planeta, devido as suas caracteristicas sensoriais e o0 seu poder estimulante. E
uma planta arbustiva, com duas espécies principais, a Coffea arabica L. e a
Coffea conephora L. As duas espécies de café verde mais consumidas e
exploradas diferem entre si pelas suas caracteristicas organolépticas, fisicas e
quimicas. O café arabica possui aroma e sabor mais apreciado, e suas
aplicacbes estdo nas bebidas. Ja o café robusta é utilizado pelo segmento
farmacéutico, devido aos seus mais altos teores de &acido clorogénico e
cafeina. O alto consumo mundial do café verde tem estimulado o
desenvolvimento de estudos relacionados aos constituintes do café, como a
cafeina e o acido clorogénico, e também os estudos relacionados a atividades
biologicas. Nas ultimas décadas, aumentou consideravelmente a busca por
compostos bioativos de origem natural, e diversos métodos extrativos estéo
sendo utilizados com o objetivo de extrair a maior quantidade de principios
ativos oriundos das plantas vegetais. Visando desenvolver um novo extrato de
café verde com maior teor de cafeina e acido clorogénico, o presente trabalho
tem por objetivo otimizar um processo de extracdo de gréaos verdes de Coffea
conephora L. com o intuito de se obter teores de cafeina e de &cido clorogénico
superiores aos obtidos pela empresa Centroflora Nutra. Inicialmente, foi
desenvolvido um método de analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrofotbmetro UV (UHPLC-PAD/UV), a partir de uma amostra
de extrato de café verde comercializado pela empresa. E seguida, um
planejamento de Doehlert, com quatro variaveis (tempo, temperatura, razao
solvente/planta, solvente), foi construido e executado com o intuito de se
maximizar o processo de extracdo por maceracdo dindmica. As respostas
monitoradas foram area sob os picos correspondente a cafeina e ao acido
clorogénico, obtidas por UHPLC-PAD/UV. O ponto 6timo foi atribuido a um dos
experimentos executados no planejamento Doehlert original, com as seguintes
condi¢gbes: 75 min, razdo solvente/planta igual a 4, EtOH-H,O (55:45 v/v) com

solugéo extratora, a 60°C.

Palavras-chave: Café verde. Cafeina. Acido Clorogénico. Planejamento de
Doehlert. UHPLC-PAD/UV



ABSTRACT

Coffee has conquered the palate of countless peoples, in diverse regions of the
planet, due to its sensorial characteristics and its stimulating power. It is a
shrub, with two main species, Coffea arabica L. and Coffea conephora L. The
two most consumed and exploited green coffee species differ in their
organoleptic, physical and chemical characteristics. Arabica coffee has the most
appreciated aroma and flavor, and its applications are in beverages. Robusta
coffee is used by the pharmaceutical segment, due to its higher contents of
chlorogenic acid and caffeine. The high world consumption of green coffee has
stimulated the development of studies related to coffee constituents, such as
caffeine and chlorogenic acid, as well as studies related to biological activities.
In the last decades, the search for bioactive compounds of natural origin has
increased considerably, and several extractive methods are being used with the
objective of extracting the greatest amount of active principles from plant plants.
Aiming to develop a new green coffee extract with higher caffeine and
chlorogenic acid content, the present work aims to optimize a process of
extraction of green grains of Coffea conephora L. in order to obtain higher levels
of caffeine and chlorogenic acid those obtained by Centroflora Nutra. Initially,
an ultra high performance liquid chromatography coupled to a UV
spectrophotometer (UHPLC-PAD / UV) analysis method was developed from a
sample of green coffee extract marketed by the company. Then, a Doehlert
planning, with four variables (time, temperature, solvent / plant ratio, solvent),
was constructed and executed in order to maximize the extraction process by
dynamic maceration. The monitored responses were areas under the caffeine
and chlorogenic acid peaks obtained by UHPLC-PAD / UV. The optimal point
was assigned to one of the experiments performed in the original Doehlert
design, with the following conditions: 75 min, solvent / plant ratio equal to 4,
EtOH-H2 O (55:45 v / v) with extractive solution, at 60 ° C.

Keywords: Green coffee. Caffeine. Chlorogenic Acid. Doehlert Planning.
UHPLC-PAD / UV
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1. INTRODUCAO

O café representa grande importancia econdmica nas industrias de
alimentos, sendo a bebida mais consumida e apreciada no mundo devido as
suas caracteristicas sensoriais e pela sua ag¢do estimulante. Possui duas
espécies principais, a Coffea arabica L. (conhecida como café arabica) e a
Coffea conephora L. (conhecida como café robusta), e sdo responsaveis por
32% do mercado internacional, sendo o segundo produto mais comercializado
no mundo, depois do petréleo. (FERRAO, 2004; ABIC, 2013).

As duas espécies de café verde diferem entre si pelas suas
caracteristicas quimicas, fisicas, organolépticas e botanicas. A C. arabica
possui aroma e sabor mais apreciado que a C. conephora, e devido a isso, a C.
arabica representa cerca de 70% da producdo mundial e € mais aceita no
segmento alimenticio, principalmente nas aplicacbes em bebidas (FERRAO,
2004; ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). Ja os gréos de café verde robusta
possuem maiores teores de cafeina e acido clorogénico, sendo mais utilizados
em extracbes para aplicacdes em medicamentos, 0s quais sdo padronizados
nesses principios ativos e responsaveis pelo poder estimulante e acédo
antioxidante, que s&o provenientes da cafeina e do &cido clorogénico,
respectivamente. Sabe-se, também, que o acido clorogénico é responsavel por
acelerar o metabolismo energético, contribuindo com a reducdo do peso
corporal, e atuar na atividade antimicrobiana (FERRAO, 2004; ALVES; CASAL;
OLIVEIRA, 2009; STELMACH et al., 2015).

Desta forma, o estudo ora apresentado teve como objetivo otimizar o
processo de extracdo de grdos verdes de Coffea conephora L., com intuito de
se obter teores de cafeina e de &cido clorogénico acima de 10% e 15%,
respectivamente. Ou seja, superiores aos teores hoje alcancados com o

processo extrativo vigente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.0 Café

O Café é um produto nobre da agricultura do pais e ao longo de
centenas de anos, conquistou o paladar de inUmeros povos. Teve origem na
Abssinia (atual Etiopia) e foi introduzido no Brasil por volta de 1730,
diretamente em Belém, seguindo para o Maranhéo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Minas Gerais e Espirito Santo (CRUZ, 1995; FERRAO, 2004).

O cafeeiro é uma planta arbustiva e seus frutos vao do verde ao
vermelho (maduros), passando pelo amarelo. Pertence ao género Coffea e a
familia Rubiaceae com duas espécies principais, a Coffea arabica L.
(conhecida como café arabica) e a Coffea conephora L.(conhecida como café
robusta). O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de gréos de café e
desses graos é obtida uma bebida universal, a qual € uma das mais
consumidas no mundo. A C. arabica representa cerca de 70% da producédo
mundial e é caracteristica dos Estados do Parana, Sao Paulo e Minas Gerais,
enquanto a C. conephora representa mais de 25% da producdo mundial e &
cultivada  principalmente  no Espirito  Santo  (FERRAO, 2004;
BRUNETON,1991).

As duas espécies de café verde mais consumidas e exploradas diferem
entre si pelas suas caracteristicas organolépticas, fisicas e quimicas. O café
ardbica é um produto de qualidade superior, com aroma e sabor mais
apreciado e com uma maior aceitacdo em todos os mercados, sendo assim, é
mais valorizado comercialmente. Ja o café robusta, é utilizado para aumentar
0 corpo e a espuma de algumas bebidas e € mais resistente ao ataque de
pragas durante o seu cultivo (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). Essas duas
espécies também possuem diferencas genéticas, botanicas, morfoldgicas e

agrondmicas, as quais estéo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas genéticas, quimicas, botanicas e agronémicas das espécies C.arabica e C.
conephora.

Parametros C. arabica C. conephora

Clima 6timo Temperado Quente umido

Temperatura 6tima 15 a 24°C 24 a 30°C

Crescimento 6timo (m) 1000 a 2000 0a 700

Planta arbusto auto-fertil arbusto auto-fertil

(autogamico) (autogamico)

Cromossomos (2n) 44 22

Folha Pequena, lisa e oval Grande e larga

Floracao Apbs o periodo de Irregular
chuvas

Flor (branca a rosa) Pequenas Grandes

Frutos Cresce em cachos Cresce em cachos

Semente Oval, achatada, sulco Oval para circular
profundo

Caracteristica tipica da bebida acidificada amarga, forte

Fonte: Pimenta (2000); ILLY; VIANI (1996); Clarke e Macrae (1989)

Os cafés robusta e arabica diferem em preco, aceitabilidade e qualidade.
Os gréos de café ardbica sdo verdes claros e de forma ovalar, enquanto que o
robusta sdo arredondados e castanhos. No entanto, apds 0 processo de
torrefacdo e moagem, ndo se pode distinguir as espécies visualmente e nem
pelas suas caracteristicas fisico-quimicas, pois, como pertencem ao mesmo
género, as diferencas sdo pequenas. Coffea Arabica além de ser a mais
produzida e consumida no mundo, € usada para obtencéo de 6leo, o qual é rico
em Aacidos graxos essenciais, como o acido linoléico, o qual esta sendo
bastante utilizado nas industrias de cosméticos, na cura de dermatites e no
alivio de eczemas (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009; FOSTER, HARDY E
ALANY, 2010).

A qualidade do café esta relacionada com as propriedades quimicas e
fisicas, as quais sdo responsaveis pelo sabor e aroma das bebidas, pois 0s
graos de café verde possuem componentes que S0 responsaveis por essas
caracteristicas, como as proteinas, acido clorogénico, acidos graxos e as
enzimas (PERREIRA et al., 2010). Mas também pela multiplicidade de fatores

gue estao relacionados com o cultivo até o preparo da bebida para o consumo,
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ja que o processo engloba o momento adequado da colheita, 0 processamento,
beneficiamento, secagem e a torrefacdo dos graos, e esses fatores sao
essenciais para obtencdo de um café com notas sensoriais e composicdes
quimicas preservadas (PIMENTA, 2003).

2.2.Producéo e consumo do café

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café e é
responsavel por 32% do mercado internacional. Segundo a Associacdo
Brasileira de Industria de Café sdo 290 mil produtores que fazem parte de
associacfes e cooperativas e 0s mesmos estao distribuidos em 15 estados
brasileiros. Outros paises, como: Colémbia, México e Guatemala, estdo entre
os grandes produtores mundiais, mas com a producao voltada para os graos
de café verde arabica, enquanto na Indonésia, Vietnd, Costa do Marfim, india,
Uganda e Etidpia, predominam o cultivo da robusta (BRASIL, 2013).

O Estado de Minas Gerais é o maior produtor de café no Brasil, seguido
do Espirito Santo, Sao Paulo e Parana, com uma producao de 47%, 19%, 13%
e 7%, respectivamente (DEMARCHI, 2001). Os grdos do café verde sao
exportados para os Estados Unidos, Alemanha, Itdlia e Japao; e o café torrado

e moido para os Estados Unidos, Italia, Jap&o e Argentina (BRASIL, 2013).

O consumo de café representa um habito mundial e vem aumentando
em todo o mundo, devido ao seu sabor e aroma caracteristico e também pela
aceitacdo da bebida. No Brasil, o consumo de café atingiu 20,33 milhdes de
sacas de 60 kg no periodo de novembro de 2011 a outubro de 2012, com
aumento de 3,09% em comparacdo com o periodo anterior, € 0 consumo per
capita foi de 4,98 kg de café torrado e 6,23 kg de café em grdo cru, com
aumento de 2,10% em relacédo ao periodo anterior (ABIC, 2013). Esse aumento
consideravel do café foi devido ao aumento dos cafés especiais e as
monodoses. O segmento das doses Unicas apresenta diversas possibilidades
para preparar diferentes tipos de bebidas, as quais podem ser feitas em casa

ou nas cafeterias. E para atender a demanda desse mercado, as empresas



14

estédo investindo em melhores gréos, em tecnologias e diversificacdo dos seus

produtos para atrair os consumidores (BICC, 2017).

2.3.Composicédo quimica do café

O café cru e o café torrado possuem uma composicdo quimica
complexa, visto que possuem cerca de 1.000 componentes quimicos
(CLARKE; MACRAE, 1989). O processo de torrefacdo pode ser definido como
o tratamento térmico com a finalidade de desenvolver compostos aroméaticos e
transformar a textura do alimento, facilitando a moagem e em muitos casos a
extracdo com agua. Além disso, é nesse processo que é desenvolvido o sabor
e o aroma do café produzido nas bebidas (SALVA; LIMA, 2007). Nesse
processo, os graos de café sado aquecidos a temperaturas de 180 — 240°C com
tempo a ser determinado segundo as propriedades sensoriais desejaveis do
produto, e diversas transformacdes quimicas ocorrem devido as altas
temperaturas utilizadas nessa etapa. Os acidos clorogénicos reagem durante
esse processo e produzem compostos acidos e lactonas, os quais contribuem
para a acidez e adstringéncia da bebida. A cafeina ndo apresenta diferencas
significativas em relacdo a torra, sendo 0 seu composto mais estavel que os
acidos clorogénicos, como pode ser observado pelos dados contidos na Tabela
2 (LOPEZ et al., 2007; FARAH et al., 2005).



Tabela 2. Composicéo quimica de grédos de café verde e torrados (arabica e robusta).
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Componentes C. arabica C. arabica C. conephora C. conephora
Verde Torrado Verde Torrado
(g/100g9) (g/100g9) (g/100g9) (g/100g9)
Cafeina 09-1.2 1,0 16-24 2,0
Trigonelina 1,0-1.2 0,5-1,0 0,6 -0,75 0,3-0,6
Minerais 3,0-4,2 3,0-45 4,0-45 4,6 -5,0
Acidos Clorogénicos 55-8,0 1,2-2.3 7,0-10,0 3,9-4,6
Totais
Acidos alifaticos 15-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 6,0-8,0 0-3,5 50-7,0 0-3,5
Polissacarideos 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 25,0-37,0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0
Aminoacidos 2,0 0,0 2,0 0,0
Lipideos 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0

Fonte: Clarke e Macrae (1989)

Durante a torrefacédo dos gréos de café, as proteinas sdo desnaturadas
e degradadas em moléculas menores, as quais auxiliam na geracdo dos
pigmentos. Além disso, essas proteinas também podem reagir com o0s
carboidratos, através da reacdo de Maillard (a qual envolve a condensacéo do
grupo carbonila de acucares redutores com o grupo amino das proteinas),
originando compostos volateis, os quais sdo importantes pelo flavor, e
consequentemente, para a qualidade do café torrado (TRUGO, 2001; TOCI;
FARAH; TRUGO, 2006).

O alto consumo mundial do café verde tem estimulado o
desenvolvimento de estudos relacionados aos constituintes do café, como a
cafeina e o &cido clorogénico, e também os estudos relacionados a atividade
biolégica (LIMA et al., 2010). A cafeina, identificada como 1,3,7 - trimetilxantina,
€ um alcaléide do grupo das xantinas, e é a substancia estimulante mais
utilizada no mundo, cuja a estrutura contém um esqueleto de purina (Figura 1)
(TOCI; FARAH; TRUGO, 2006). E
caracteristico, o qual contribui com a nota de amargor para as bebidas oriundas
do café (MONTEIRO; TRUGO, 2005). Essa substancia desperta interesse

devido ao seu poder sobre o metabolismo energético, atuando como um

inodora e possui sabor amargo
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agente estimulante sobre o sistema nervoso central e também nos efeitos
psicoativos (PANUSA et al., 2013).

a N N

Figura 1. Estrutura quimica da cafeina.

Fonte: Morais et al. (2009)

Os compostos fenodlicos sao responsaveis pelas notas adstringentes dos
frutos e contribuem de maneira significativa para o aroma e o sabor, e essas
notas sensoriais sdo adquiridas no processo de torrefacdo dos graos, pois
ocorre a degradacéo desse componente (ABRAHAO et al., 2008; MOREIRA,
TRUGO, DE MARIA, 2000). O acido hidroxicindmico mais comum encontrado
nos graos de café é o acido clorogénico (Figura 2). O mesmo € identificado
como &acido 5-cafeoilquinico ou 5-CQA, esta relacionado com a atividade
antimicrobiana, e também atua como hipotensor e antioxidante. Os produtos
ricos em antioxidantes sdo responsaveis por prevenir certas doencas e
melhorar a saude, e devido a isso, o café verde tem se tornado popular no
mundo (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). Acredita-se também que as
infusbes do café aceleram o metabolismo e ajudam na reducdo do peso

corporal (STELMACH et al., 2015).
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Figura 2. Estrutura quimica do acido clorogénico.

Fonte: Morais et al. (2009)

A trigonelina é uma N-metil betaina (Figura 3), a qual pertence a classe
dos alcaldides, como a cafeina, e tem grande importancia do ponto de vista
sensorial e nutricional. Essa substancia desperta interesse devido ao seu poder
sobre o metabolismo energético e sobre a secrecdo da bile e da mobilidade
intestinal (CLARKE, MACRAE, 1989). Na sua degradacédo térmica, proveniente
do processo de torrefacéo, ocorre a formacéo de importantes compostos para o
aroma do café, como os pirréis e piridinas. Além disso, é convertida também
em niacina, a qual ocasiona 0 aumento no valor nutricional apds o processo
térmico (CASAL et al., 2000; MARIA, MOREIRA, TRUGO, 1999).

Figura 3. Estrutura quimica da trigonelina.

Fonte: Morais et al. (2009)

Os lipideos estéo relacionados a qualidade da bebida, a coloragéo dos
graos crus e a exploracéo do produto para outros fins (SALVA, LIMA, 2007). Os
triacilglicerideos representam a maior quantidade de lipideos e séo

responsaveis por aproximadamente 75% da composicdo. No processo de
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torrefacdo, os lipideos sofrem degradacéo oxidativa, a qual é responsavel pela
formacdo de alcodis (metanol e etanol), aldeidos e componentes volateis
(CLARKE, MACRAE, 1989; TOCI, FARAH, TRUGO, 2006).

2.4.Processo de Extracao

A busca por compostos bioativos de origem natural aumentou
consideravelmente nas Ultimas décadas, e devido a isso, diversos métodos
extrativos estdo sendo utilizados com o objetivo de extrair a maior quantidade
de principios ativos oriundos das plantas vegetais. Os métodos de extracéo
mais utilizados e conhecidos sé&o: maceracgao, infusdo, percolacdo, decoccao,
extracdo continua quente (Soxhlet), extracdo em contracorrente, fluido
supercritico, turbodlise e a extracdo assistida por micro-ondas e ultrassom (GIL-
CHAVEZ et al., 2013; TIWARI et al., 2011).

O processo de maceracdo consiste na extracdo da matéria-prima
vegetal em recipientes fechados, com temperatura ambiente, durante um
periodo de horas ou dias. Esse tipo de extracdo ndo conduz ao esgotamento
da matéria-prima, devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento
de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula
(OLIVEIRA; ZUCHETTO; OLIVEIRA; PAULA; DUARTE; MIGUEL, 2016). Esse
processo pode conter variagbes para que ocorra o aumento na eficiéncia de

extracdo, como:

e Digestdo: Processo de maceracao, realizado em sistemas
aquecidos a 40 — 60°C.

e Maceracdo Dindmica: Processo de maceracao feita sob agitacao
mecanica constante.

e Remaceracdo: Processo de maceracdo com repeticéo,

renovando-se apenas o liquido extrator.

Existem diversos fatores que influenciam a eficiéncia da extragdo, como:
a parte do material vegetal utilizado, o tamanho da sua particula (granulometria

da planta), o solvente utilizado, o tempo de extracdo, a temperatura, a
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polaridade e a concentracdo do solvente (NOVAES; YAMAKI; DE PAULA; DO
NASCIMENTO JUNIOR; BARRETO; VALASQUES, 2017). Além disso, a
escolha do processo extrativo tem que ser avaliada junto com o material que
sera extraido, no caso a matéria-prima vegetal, pois, diversas plantas possuem
ativos que podem ser degradados com a utilizacdo de altas temperaturas,
como é o caso do acido clorogénico. Outro ponto importante € a escolha do
solvente extrator, ja que dependendo da estrutura quimica do principio ativo é

mais eficiente escolher o solvente que tenha polaridades semelhantes.

2.5.Planejamento Experimental

Os planejamentos experimentais estdo sendo cada vez mais usados na
indUstria com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de processos e
extragcbes mais eficientes e melhores produtos, pois podem levar a uma
otimizagdo global em detrimento a uma otimizac¢do local, maximo alcancgavel
pela tradicional abordagem “tentativa e erro”. Esses planejamentos podem ser
usados para qualquer processo ou desenvolvimento, desde que tenha dois
parametros, com valores maximos e minimos e que sejam atribuidos a uma
resposta. Em qualquer planejamento experimental, deve-se decidir quais serdo
os fatores (variaveis) a serem controlados, 0s seus niveis a serem testados e
qual é a resposta a ser otimizada (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2006;
TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Existem diversos planejamentos experimentais, 0s quais possuem a
funcd@o de alterar propositalmente as variaveis de entrada de um sistema ou
processo, com o intuito de avaliar as possiveis alteracdes sofridas nas
variaveis respostas. Os planejamentos experimentais mais usados para o
ajuste de fungbes quadraticas sdo: Composto Central, Doehlert e Box-

Behnken.

O planejamento composto central é formado pela combinacdo de trés
partes, um planejamento fatorial de dois niveis fracionario ou completo, pontos

axiais e o ponto central. Para a sua construgdo, deve-se definir o numero de
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fatores a serem otimizados, o tipo de planejamento fatorial e o nimero de
réplicas do ponto central. O planejamento de Box-Behnken requer poucas
combinacdes de fatores, os quais sdo estudados em trés niveis (-1, 0 e +1), no
entanto, esse modelo ndo estuda as condi¢cdes experimentais extremas e nao

obtém uma matriz para duas variaveis.

O Planejamento de Doehlert é um planejamento uniforme onde seus
pontos experimentais sdo igualmente espacados em circulos (duas variaveis),
esférico (trés varidveis) e hiperesférico para mais de trés varidveis. Cada
planejamento € definido considerando o numero de variaveis e os valores
codificados da matriz experimental. Os planejamentos de Doehlert mostram-se
adequados e vantajosos pelos seguintes motivos: sao facilmente aplicadas as
variaveis experimentais e demandam poucos experimentos para alcancar as
respostas, a construcdo dos planejamentos € sequencial em direcdo a regiao
onde a resposta maxima é esperada e a quantidade de niveis relacionados a
cada fator pode ser selecionada para obter maiores informacdes sobre os
fatores mais significativos (NOVAES; YAMAKI; DE PAULA; DO NASCIMENTO
JUNIOR; BARRETO; VALASQUES, 2017).

2.6.Residuo de Café Verde

Nas usinas de beneficiamento, sdo geradas grandes quantidades de
residuos, os quais sdo provenientes da separacdo dos graos. Essa separacdo
é realizada em maquinas, e as mesmas limpam, descascam e separam esses
graos por diferenca de tamanho, densidade e cores (ZYLBERSZTAJN et al,
1993). No entanto, nesse processamento ocorre a formacdo de grandes
quantidades de cascas de café, que podem ser utilizada como adubo organico,
pois, sao ricas em potassio, calcio, manganés e outros nutrientes, conforme os
dados da Tabela 3, e por isso, esse material pode ser utilizado para a
adubacao organica, com ganhos econémicos e ambientais. As cascas de café
também podem ser utilizadas para racdes de animais, formacéo de carvao e

combustivel.
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Tabela 3. Compostos minerais da casca de frutos do cafeeiro, em relacdo a matéria seca.

Compostos Conteudo (g/kg)
Nitrogénio 14,7
Fosforo 1,7
Potassio 36,6
Calcio 8,1
Magnésio 1,2
Enxofre 1,4
Manganés 0,125
Zinco 0,030
Cobre 0,025

Fonte: Brandao et al. (2000)

Além disso, o pergaminho, de natureza celulésica, representa 12% do
peso seco das cerejas, e € 0 principal constituinte do endocarpo do fruto
(CLAUDE, 1979) e representa 25% sobre o peso do café beneficiado
(BARTHOLO et al., 1989), e o0 mesmo pode ser utilizado para as mesmas
aplicacdes das cascas de café. Esses residuos, casca de café e pergaminho,
sdo gerados pelo processamento do café por via seca. J4 o processamento por
via Umida, € gerado os residuos de polpa e mucilagem. A polpa € componente
do epicarpo e do mesocarpo, e pode ser usada para racoes animais e adubos,
e a mucilagem, parte do mesocarpo, é eliminada por fermentacdo natural, e
pode ser usada para meio de cultura e por possuir altas concentracdes de
pectina, pode ser usada para fins industriais (CLAUDE, 1979). Apdés a etapa de
eliminacao dos residuos, o segundo processamento do café seria a torrefacao
e moagem dos graos, e depois desses processos, 0 mesmo € distribuido para

as industrias.

No caso desse estudo, o residuo de interesse é o gerado apés etapa de
extracao desses graos de café, pois, atualmente nas empresas, esses residuos
acabam nao sendo utilizados para outros fins e acabam sendo descartados.
Entretanto, os mesmos podem conter substancias reutilizaveis de alto valor, as
quais podem ser convertidas em produtos comerciais, assim, uma importante
vertente da quimica verde € converter os residuos gerados nas extracoes, a

partir de tecnologias verdes, em matérias-primas de produtos de maiores
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valores agregados, de interesse, por exemplo, das industrias farmacéuticas,
alimenticias e a de cosmético (BARCELOS; PEREZ, 2001).

2.7.Cromatografia Liguida de Ultra Eficiéncia

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas
de separacdo e quantificagdo dos marcadores quimicos contidos nas plantas.
Isso € devido & sua capacidade de separacdo eficiente dos componentes
presentes nas misturas e o poder de resolucédo das colunas modernas (Collins,
2009).

A HPLC, assim como outras técnicas cromatograficas, € uma técnica de
separacdo, no qual os constituentes da amostra a serem separados sé&o
divididos entre duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria, enquanto a outra se move através dela. Durante a
passagem da eluente sobre a estacionaria, os componentes séo distribuidos
entre as duas fases, de tal forma que cada um é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracdes diferentes destes compostos (PAVIA,;
LAMPMAN; KRIZ; VYVYAN, 2010).

De forma a obter uma maior eficiéncia e rapidez na separacdo dos
compostos, desenvolveu-se uma nova modalidade de cromatografia liquida, a
cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia. A UHPLC tem os mesmos principios
de separacdo da HPLC, mas com diferenca em suas colunas cromatograficas,
visto que as colunas empregadas nesta técnica sdo de dimensdes reduzidas
(5-10 cm de comprimento e 1-2,1 mm de diametros internos) e recheadas com
particulas de FE < 2 pym. Devido ao tamanho dessas particulas e as altas
velocidades lineares da fase movel, a resolucdo e a detectabilidade aumentam
e o0 tempo de andlise diminui. Outra vantagem em relacdo a HPLC é uma
economia na fase estacionaria e na eluente, com pequeno volume de amostra
e menor geracao de residuos (MALDANER; JARDIM, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Otimizar um processo de extracao de gréos verdes de Coffea conephora
L. com o intuito de se obter teores de cafeina e de &cido clorogénico superiores
aos obtidos pela empresa Centroflora Nutra.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e Equipamentos

= Acetonitrila, grau HPLC, Merck

= Acetato de etila, PA, Synth

= Acido Clorogénico, 97,30%, USP
= Acido Acético, PA, Synth

* Acquity UHPLC, Waters

= Agua destilada e deionizada

= Cafeina, 99,8%, USP

= Etanol, PA, Synth

= Metanol, grau HPLC, Merck

4.2 Material Vegetal

As sementes de café verde (Coffea robusta L.) utilizada nesse trabalho
foram fornecidas pela empresa Centroflora Nutra, localizada na cidade de
Botucatu (estado de S&o Paulo, Brasil), em janeiro de 2018. As sementes
passaram pelo processo de secagem e foram moidas através do moinho de
INOX com 0s seguintes parametros:

e Peneira: 19 mm

e Rotacao: 1.800 rpm



24

4.30timizacao do processo de extracao do Café Verde

O processo de extracdo foi construido utilizando um planejamento
experimental tipo Doehlert (Funari et al., 2016). As variaveis testadas foram
razado solvente/planta (X1), tempo (X2), temperatura (X3) e solvente (X4) e
foram avaliadas as respostas de cafeina (Y1) e acido clorogénico (Y2),
conforme descrito na Tabela 4. Para a construcdo do planejamento
experimental, comparou-se com 0 processo extrativo de um extrato de café
verde ja produzido e comercializado, descrito na Tabela 4, com denominacao
22.

Cerca de 15g do material vegetal preparado conforme o item 4.2 foram
acondicionadas em frascos de vidros. Em seguida, diferentes volumes e
proporcdes de etanol e agua foram adicionados aos frascos, que foi levado ao
agitador magnético com aquecimento, permanecendo sob maceracgéo dinamica
por diferentes tempos e diferentes temperaturas, conforme planejamento
experimental Doehlert mostrado na Tabela 4.

Cada extrato foi filtrado com papel de filtro e em seguida concentrado
com o auxilio de um evaporador rotativo sob pressdo reduzida e, com
temperatura de 60 — 65°C, até se obter o volume que corresponderia a uma
razdo inicial material vegetal: solvente 1:4. Em seguida, transferiu-se uma
massa de aproximadamente 5 g de cada extrato para baldo volumétrico de 25
mL, completando-se este volume com &gua ultra pura. As solucdes foram
filtradas em filtros de porosidade 0,22 um (Millex) e injetadas no sistema
UHPLC-PAD/UV, conforme o fluxograma abaixo:



Planta

Moagem:
1 - Moinho de martelos (19 mm)

Adicdo da solugéo extratora:
v

Conforme Tabela 4 ,
——»{ Planta moida

1 - Extracéo

2 — Filtracao: Papel de filtro

A 4
Extrato

Concentracao:

- Temperatura: 60 - 65°C
\ 4

Extrato concentrado

1 — Concentraggo: 0,2 g /mL

v 2 — Filtracao: filtros de porosidade 0,22 pm

Analise: UHPLC
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Figura 4: Fluxograma do processo de extracdo referente a otimizagdo dos graos de café verde.



Tabela 4. Planejamento Experimental do tipo Doehlert com quatro variaveis.

Experimentos

© 00 N o o0 B~ W N PP

I I
N B O

Razao

solvente/planta

(X2)*

0(8)

0(8)

1(12)
0,33 (9)
0,33 (9)
0(8)

-1 (4)
0,33 (7)
0,33 (7)
-1 (4)

10,33 (7)
0,33 (7)

Tempo (min)

(X2)*

0 (75)
0 (75)
0 (75)
1 (120)
0,25 (87)
0 (75)
0 (75)
-1 (30)
-0,25 (63)
0 (75)
-1 (30)
-0,25 (63)

Fatores

Temperatura
(°C)
(X3)*

0 (60)
0 (60)
0 (60)
0 (60)
1 (80)
0 (60)
0 (60)
0 (60)
-1 (40)
0 (60)
0 (60)
-1 (40)

Solvente
(Xa)?

0 (etanol 40%)
1 (etanol 70%)
0,5 (etanol 55%)
0,5 (etanol 55%)
0,5 (etanol 55%)
-1 (etanol 10%)
-0,5 (etanol 25%)
-0,5 (etanol 25%)
-0,5 (etanol 25%)
0,5 (etanol 55%)
0,5 (etanol 55%)
0,5 (etanol 55%)

Area: Cafeina

(Y1)?

1842581
2267590
1352604
1538024
2894579
2204857
2706760
1494590
1628946
4062197

2401664
2113033

Resultados

Area: Acido

Clorogénico

(Y2)*
1789218
2060593
1269136
1449692
2951957
2300195
2813780
1450852
1537558
3766818

2071000
1918942
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14
15
16
17
18
19
20
21

22°

a: Valores reais correspondentes estdo indicados entre paréntese.

b: Método de extracdo de café verde hoje utilizado na empresa.

1(12)
0,67 (11)
0,67 (11)
0,33 (9)
-0,67 (5)
0 (8)
0,33 (9)
-0,67 (5)
0 (8)
(5)

0 (75)
-1 (30)
-0,25 (63)
1 (120)
1 (120)
0,75 (110)
0,25 (87)
0,25 (87)
-0,75 (40)
(60)

0 (60)
0 (60)
-1 (40)
0 (60)
0 (60)
-1 (40)
1 (80)
1 (80)
1 (80)
(70)

-0,5 (etanol 25%)
0 (etanol 40%)
0 (etanol 40%)

-0,5 (etanol 25%)
0 (etanol 40%)
0 (etanol 40%)

-0,5 (etanol 25%)
0 (etanol 40%)
0 (etanol 40%)

(etanol 30%)

1531959
1129236
1368236
1694167
3287803
2097724
2037153
3541708
2170058
3454659

1609068
923447
1280799
1704157
3386235
1184644
2120918
3660873
2059237
3605776

27
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4.4Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

O método foi desenvolvido usando um sistema UHPLC-PAD/UV (todos
os produtos Waters Technologies, Brasil) compreendendo uma bomba
quartenaria (QSM-R), um amostrador automatico, um compartimento de
coluna com termostato com pré-aquecedor de eluente e um detector de
arranjo de diodos. As separacdes foram obtidas em uma coluna C18 BEH
Waters (2,1 x 100 mm; 1,7 pm).

Inicialmente, utilizou-se como referéncia o método relatado por Castro
et al. (2018), com eluente: solucdo aquosa de acido acético 2% (v/v)
(eluente A) e agua e acetonitrila 50:50 (v/v) com 0,5% (v/v) de acido acético
(eluente B). Em seguida, optou-se por desenvolver outra condicao,
substituindo-se MeCN por MeOH. O método final teve como eluente
solucdo aquosa de acido acético 2% (v/v) (eluente A) e metanol (eluente B).

As condicdes de eluicio dos gradientes estdo representadas na
Tabela 5 e as demais condi¢cdes foram: fluxo de 0,55 mL/min, volume de
injecao de 1pL, forno da coluna em 30°C e concentragdo da amostra de 20
mg/mL, para ambos 0s métodos.

As curvas analiticas para cafeina e acido clorogénico (metanol, 0,10 —
1,0 mg/mL) foram obtidas para a quantificacdo dos teores nos extratos de

café verde.

Tabela 5. Comparacgéo entre as condi¢des de elui¢cdo do artigo Castro et al. (2018) com a condicéo D.

Artigo Castro et al. (2018) Condicédo D
Tempo Solucao aquosa Agua e acetonitrila 50:50 (v/v) Tempo Solugao aquosa MeOH (%) B

(min) AcOH 2% (%) A com 0,5% (v/v) de AcOH (%) B (min) AcOH 2% (%) A

0 90 10 0 90 10
15 88 12 4,5 80 20
3,5 88 12 9 50 50
4,5 60 40 12 0 100
7,5 60 40 13 90 10
8,5 0 100 17 90 10
9,5 90 10
11,5 90 10
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4.5Determinacao de Residuo Seco

A determinacgad de peso foi realizada de acordo com o método descrito
na Farmacopéia Brasileira, 52 edicdo. Pesaram-se cerca de 2 g de amostra em
pesa-filtro chato previamente dessecado durante 30 min a 105 - 110°C e
tarado. Deixou-se em estufa até se obter o peso constante, retirou-se da estufa
e colocou em dessecador por cerca de 30 min. Pesou-se o pesa filtro e

calculou os solidos totais.

4.6 Extracao do Bagaco de Café Verde

Cerca de 60g de residuo (bagaco) obtido pelos experimentos 10 e 22
(no caso do experimento 22, foi utilizado o bagaco que foi executado em
bancada e em escala industrial, ou seja, cerca de 30g de cada processo),
foram secos com auxilio de uma estufa com circulagéo de ar na temperatura de
40°C e com o acompanhamento do conteddo de umidade ao longo do
processo de secagem, pesando as amostras no instante inicial até o peso
constante.

Cerca de 15g de cada residuo seco foram acondicionados em frascos de
vidros, e em seguida, 150 mL de solucao de etanol 70% foram adicionados aos
frascos, e os mesmos foram levados ao agitador magnético com aquecimento,
permanecendo sob maceracdo dinamica por 2 h. Cada solugéo extrativa foi
filtrada com papel de filtro e em seguida concentrada com o auxilio de um
evaporador rotativo sob pressdo reduzida e, com temperatura de 60 — 65°C,
até se obter a concentracdo de aproximadamente 0,5 mg/mL. Em seguida,
transferiu-se uma massa de aproximadamente 5 g de cada extrato para balédo
volumétrico de 25 mL, completando-se este volume com &gua ultra pura. As
solucdes foram filtradas em filtros de porosidade 0,22 um (Millex) e injetadas no
sistema UHPLC-PAD/UV.

Para efeito de comparacéo foi realizado a extracdo com acetado de etila
utilizando as mesmas condicdes descritas acima, e também foi concentrado até
se obter a concentracdo de aproximadamente 0,5 mg/mL, conforme o

fluxograma abaixo:



Adicdo da solugéo extratora:
- Etanol 70%

- Acetato de Etila

Bagaco

Secagem:
1 - Estufa de com circulacéo de ar.

2 — Temperatura: 60°C
\

——| Bagaco seco

1 - Extracéo

2 — Filtracao: Papel de filtro

A 4
Extrato

Concentracao:
- Temperatura: 60 - 65°C

\ 4
Extrato concentrado

1 — Concentraggo: 0,5 g /mL

v 2 — Filtracao: filtros de porosidade 0,22 um

Analise: UHPLC
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Figura 5: Fluxograma do processo de extracdo do bagaco dos graos de café verde, proveniente dos

experimentos 10 e 22.



31

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Desenvolvimento da Condi¢do Analitica

Primeiramente foi realizada uma pesquisa na literatura cientifica sobre
0s métodos analiticos usados para quantificar os teores de cafeina e acido
clorogénico utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia.
Adotou-se como referéncia o0 método analitico relatado por Castro et al. (2018),
0 qual estd4 descrito no item 4.4, Este foi reproduzido com uma pequena
alteracdo: ao invés de uma coluna cromatografica HSS C18 SB Waters (2,1 X
100 mm; 1,8 pm), empregou-se C18 BEH Waters (2,1 x 100 mm; 1,7 um),
ambas as colunas sdo de fase reversa, mas possuem hidrofobicidade,
seletividade e tamanho de particulas diferentes. Esses pardmetros podem
alterar tempo de retencdo dos compostos, visto que a hidrofobicidade e a
seletividade estdo associadas com a polaridade dos compostos. Para a coluna
BEH foi possivel observar que o tempo de retencdo para a cafeina e para o
acido clorogénico foram menores que o tempo de retencdo relatado por Castro
et al. (2018). Isso pode ser explicado pela polaridade das colunas, uma vez que
a BEH é menos apolar que a HSS, e assim, para a BEH os compostos de
cafeina e acido clorogénico ficaram menos retidos, e na coluna HSS ficaram
mais retidos.

Para a reproducdo do método analitico do artigo, utilizou-se um extrato
de café verde ja comercializado pela empresa Centroflora Nutra, com teores de
cafeina e acido clorogénico conhecidos, na concentracdo de 20 mg/mL e
solubilizou-se a amostra em dois diluentes, metanol e 4gua, para verificar qual
dos dois seria 0 mais indicado para a solubilizagdo desse extrato, o qual por
ser comercializado, ja possui um valor médio para as areas de cafeina e acido
clorogénico, sendo importante para comparar com os resultados obtidos com
esses diluentes, ja que a condi¢céo analitica esta sendo desenvolvida.

Para a identificacdo dos picos cromatograficos de interesse, basearam-
se no espectro de UV e no tempo de retencdo dos padrdes analiticos, e assim,
as médias das areas de acido clorogénico (5-CQA) e cafeina no extrato de café
verde foram de 1870785 e 2803343, respectivamente para o extrato que foi

diluido com agua, e para o extrato de café verde preparado com metanol,
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obteve-se area média de 1708148 para o acido clorogénico e de 2757674 de

cafeina, como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Cromatograma UHPLC-UV dos padrfes de cafeina e &cido clorogénico (cromatograma
superior) e do extrato de café verde comercializado da Centroflora, diluido com agua e metanol,
visualizado a 280 nm. As condicBes cromatograficas foram aquelas descritas por Castro et al. (2018):
fase estacionaria: C18 BEH Waters (2,1 x 100 mm; 1,7 um). Componentes da fase mével: 2,0% (v/v)
AcOH em H,0 e 0,5% AcOH em H,O e MeCN 50:50 (v/v) nas seguintes elui¢cdes de gradiente de 10-12%
B (0-1,5 min), 12% B (1,5-3,5 min), 12-40% B (3,5-4,5 min), 40% B (4,5-7,5 min), 40-100% B (7,5-8,7
min), 100-10% B (8,5-9,5%), 10%B (9,5-11,5). Vazdo de 0,55 mL/min. Temperatura de analise: 30°C.
Volume de injecao de 1uL. Concentragcao da Amostra: 20 mg/mL.
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O tempo de retencdo e as areas obtidas para os dois diluentes séo
semelhantes, e por isso, optou-se em usar agua como diluente para as
amostras provenientes dos 22 experimentos da Tabela 4.

Sendo a acetonitrila um solvente indesejavel do ponto de vista da
qguimica verde, optou-se por se desenvolver um novo método UHPLC-PDA/UV,
mas substituindo-se a acetonitrila pelo metanol, classificado como
recomendado (Prat et al., 2016).

Inicialmente, a forca da fase movel B foi mantida, com o auxilio de um
nomograma para cromatografia liquida em fase reversa (C18) (SNYDER,
GLAJCH e KIRKLAND, 1997). Os cromatogramas resultantes e as condi¢des
testadas podem ser vistas nas Figura 7. Os gradientes usados nas condi¢des

estdo representados na Figura 8, na forma de um gréfico, e na Tabela 6.
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Figura 7. Cromatograma UHPLC-UV das condi¢Bes analiticas A, B, C e D, referente ao extrato de café
verde, visualizado a 280 nm. As condi¢des cromatograficas estdo representadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Comparagéo entre os gradientes das condic¢des analiticas A, B, C e D.

Condicio A
Condicdo B
Condicdo C

Condicdo D
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Condicao A Condicéao B Condicéo C Condicéao D
Tempo MeOH Tempo MeOH Tempo MeOH Tempo MeOH
(min) (%) B (min) (%) B (min) (%) B (min) (%) B
0 5 0 5 0 10 0 10
9 50 2 20 10 45 4,5 20
12 100 10 40 12 100 9 50
13 5 12 100 13 10 12 100
15 5 13 5 17 10 13 10

17 5 17 10

As quatro condi¢cdes cromatogréaficas discutidas foram executadas com a

amostra do extrato de café verde da Centroflora Nutra e foram denominados

como A, B, C e D (Tabela 6). Para todas as condicdes, as areas sob os picos

cromatograficos referentes a cafeina e acido clorogénico foram medidas.

Adicionalmente, as resolucbes (Rs) entre os picos de cada um destes

componentes e daquele mais proximo (resolucdo do par critico) foram medidas

de acordo com a Equacao 1. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Rs =

_2(tr2-tr1)
Wb1+Wb2

(Equacéo 1)

Onde, trl e tr2 s&o os tempos de retencao de dois picos adjacentes e

Wb1 e Wb2 séo as respectivas larguras dos picos na linha de base.
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E importante dizer que para que uma quantificacio confiavel seja
realizada, para o par critico deve-se ter Rs =2 1,5 (SNYDER, GLAJCH e
KIRKLAND, 1997).

Tabela 7. Resultados das areas de cafeina e acido clorogénico obtidas para as condi¢des analiticas e a
resolucao entre os picos (Rs) do par critico (pico de interesse com o pico anterior).

Condicéo Area da Areado Acido Rs criticapara: Rs critica para:
Analitica Cafeina Clorogénico Cafeina Acido
Clorogénico
Castro et al. 2803343 1870785 1,30 -
(2018):diluido
com metanol
Castro et al. 2757674 1708148 1,40 -
(2018):diluido
com agua
A 4302968 2663944 2,50 2,18
B 4594697 2796098 1,52 1,10
C 4439291 2859635 1,86 1,54
D 4538639 3091122 2,70 2,30

Ao analisar os dados da Tabela 7, percebe-se a semelhanca entre as
areas de cafeina e &cido clorogénico para as condi¢cdes A, B, C e D. No
entanto, as melhores resolu¢bes sao as do método A e D, com o tempo de
retencdo dos picos de interesse do método D menor que o do método A. Outro
ponto observado, para o método D é que nos primeiros 5 min de analise
contém uma concentracdo de metanol quase constante de 10 — 20% e 0s picos
referentes a cafeina e acido clorogénico sao eluidos nessas condi¢cbes (Tabela
6, Figura 7). JA no método A, nos primeiros 9 min ocorre um aumento na
concentracdo de metanol de 5 — 50% e os picos de cafeina e &cido clorogenico
sdo eluidos entre 6 e 7 minutos (Figura 7). Como o objetivo do trabalho foi
desenvolver uma condicdo analitica verde, o método D foi o escolhido para dar
seguimento nos experimentos apresentados na Tabela 4, visto que o tempo de
analise ainda pode ser reduzido e a quantidade de metanol consumida no
método D é inferior a de A.

Ao comparar-se 0 método D com o artigo de Castro et al. (2018),
observa-se uma melhor separagédo dos picos cromatogréaficos, da cafeina e do
acido clorogénico, devido a alteracdo do eluente B para metanol, e alteracdo no
tempo de retencdo dos picos cromatograficos de interesse, como pode ser

observado na Figura 9.
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Figura 9. Comparagdo entre os cromatograma UHPLC-UV do método analitico de Castro et al. (2018) e
da condi¢éo analitica D, visualizado a 280 nm. As condi¢des cromatogréaficas foram aquelas descritas no
item 4.4.

Outro ponto, € que para o método D, a resolucdo do par critico da
cafeina é maior que o do artigo de Castro et al. (2018) (Tabela 7), ou seja,
ocorre uma melhor separacdo dos compostos. Ao observar o cromatograma da
Figura 9 (cromatograma referente a reproducéo do artigo Castro et al. (2018),
percebe-se que o &cido clorogénico ndo tem par critico (ndo tem pico
cromatografico ao lado do seu pico), ou seja, ndo tem sobreposicdo entre os
picos, e assim, a resolucdo é maior que 1,5 e ndo é necessario calcular o Rs
para esse composto.

Assim, pode-se afirmar que a condicdo D apresentou algumas
vantagens em relacdo as condicbes que também foram desenvolvidas e ao
meétodo do artigo de Castro et al. (2018). As condi¢cdes cromatograficas da
condicéo D estédo representadas na secao 4.4, Tabela 5.



38

5.2Processo de Extracdo das sementes de Café verde

Apébs o desenvolvimento da condi¢do analitica, iniciou-se o processo de
extracdo das sementes de café verde com o auxilio de um planejamento
experimental do tipo Doehlert. As condicBes experimentais estdo descrito na
Tabela 4. Optou-se por uma abordagem multivariada a uma abordagem
univariada, ja que na abordagem univariada apenas uma variavel de cada vez
€ avaliada, exigindo um alto niamero de experimentos e recursos (como,
energia, tempo e reagentes) para obter resultados. Este tipo de planejamento
permite modelar a resposta da superficie e sua curvatura usando um menor
namero de experimentos, ou seja, € uma abordagem de economia de recursos
para fins de otimizacdo (NOVAES; YAMAKI; DE PAULA; DO NASCIMENTO
JUNIOR; BARRETO; VALASQUES, 2017).

A partir dos experimentos executados (Tabela 4) e das respostas
obtidas, buscou-se um modelo matematico que pudesse explicar o processo de
separacao em funcado dos fatores testados. Contudo, nédo foi possivel ajustar o
modelo. No entanto,foi possivel observar que as variaveis X1 e X3 (razdo
solvente/planta e temperatura) apareceram como significativas, sem os termos
quadraticos ou interacfes, mas com um ajuste de 0,674 para cafeina e 0,698
para o acido clorogénico, como pode ser visto nas equacdes 2 e 3:

yl=216.10°-9,91.10°x, + 4,27.10° X3 (Equacdo 2)
y2 = 2,06.10°-9,78.10°x; + 6,06 . 10° X3 (Equacéo 3)

Ao observar a Tabela 4 é possivel verificar que os experimentos 10, 17 e
20 obtiveram uma maior area de cafeina e de acido clorogénico. No entanto,
para os experimentos 17 e 20, pode-se notar uma semelhanca nos parametros
de extracdo, com alteracdo apenas no tempo e na temperatura, enquanto que
0 experimento 17 utilizou-se tempo de 120 min e temperatura de 60°C. No
experimento 20, utilizou-se tempo de 87 min e temperatura de 80°C. Assim,
pode-se presumir, pela analise empirica, que a temperatura mais alta e menor
tempo foi melhor para extracdo dos compostos de interesse, ou seja, O
experimento 20 foi mais eficiente nos parametros avaliados do que o

experimento 17. Também, pela andlise dos dados da Tabela 4, pode-se
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observar que ambos tém em comum a variavel x1 em nivel negativo e todas as
demais varidveis em nivel zero ou positivo, indicando assim, que o ideal seria
trabalhar com os niveis mais baixos da variavel x1 e as demais variaveis em
nivel alto. Essa observacao, também pode ser notada no experimento 10, em
que a variavel x1 esta em nivel negativo e as demais em nivel positivo,
indicando assim, uma relacdo entre os valores dos niveis. No entanto, 0s
parametros utilizados nos experimento 10 e 20 sdo divergentes, apenas com
uma semelhanca entre os tempos de extracdo: enquanto que em 10, o tempo &
de 75 min, em 20 € de 87 min. Ou seja, 0s tempos estdo relativamente
proximos, mas os demais parametros ndo. O experimento 10 possui 0 menor
valor para o nivel x1, que € a relacdo de solvente/planta de 4, podendo ser um
dos motivos dessa maior eficiéncia na extracdo do ativo. E por isso, pode-se
presumir que o ponto 6timo deva estar muito proximo do experimento 10.
Também foi observado que, em todos o0s experimentos, as respostas yl e y2
(areas dos picos de cafeina e &cido clorogénico, respectivamente) estdo
altamente relacionadas, ou seja, que as melhores condicdo para a extracdo de
cafeina também o séo para o acido clorogénico.

A falta de ajuste do modelo poderia ter sido provocada, pelo menos em
partes, pelos erros experimentais associados as etapas de concentracdo dos
extratos obtidos, até se obter o volume que corresponderia a uma razao inicial
matéria-prima:solvente 1:4, conforme descrito no item 4.3. Assim, pode ter
ocorrido degradacdo dos marcadores, devido a temperatura de evaporacao,
pois, sabe-se que o acido clorogénico é sensivel a altas temperaturas.
Entretanto, como os valores obtidos de area de cafeina e do acido clorogénico
do experimento 10 foram superiores ao do experimento 22, optou-se por
replicar estas duas condicbes de extracdo para compara-las estatisticamente.
Foram medidos os sélidos totais de cada novo experimento, diluindo-se o
extrato final obtido pelo experimento 22 para ficar com a mesma concentracao
do experimento 10, ou seja, cerca de 51,3 mg/mL, e realizou-se a analise de
teor de cafeina e de &cido clorogénico, conforme descrito no item 4.4. Os
filtrados foram concentrados, conforme as condi¢des descritas no item 4.3, até
a concentracdo de 113 mg/g e 112 mg/g, para os experimentos 10 e 22,
respectivamente. Os resultados de teores e sélidos totais para 0s experimentos

10 e 22, estao apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8. Dados referentes aos sélidos totais e teores de cafeina e &cido clorogénico proveniente das extra¢des do experimento 10 e 22.

Experimentos Quantidade de Solidos Totais Teor Teor em base seca Teor Acido Teor em base seca de
drenado (Q) (%) Cafeina (%) de Cafeina (%) Clorogénico (%) Acido Clorogénico (%)

10.2 35,8 51 0,60 11,7 0,86 16,8

10.4 35,4 52 0,60 11,6 0,89 17,1

Meédia/DP 354 5,2+0,05 0,60+0,01 11,6+0,2 0,87+0,02 16,8+0,34

22.2 45,8 5,2 0,46 8,8 0,72 13,6

22.4 47,0 5,2 0,47 9,1 0,73 14,0

Meédia/DP 46,5 5,3+0,05 0,47+0,008 8,9+0,15 0,73+0,015 13,8+0,25
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Tabela 9. Dados referentes aos solidos totais e teores de cafeina e acido clorogénico proveniente dos
concentrados obtidos pelos experimentos 10 e 22.

Experimentos Solidos Teor Teor em base Teor Acido Teor em base
Totais (%) Cafeina seca de Clorogénico (%) seca de Acido
(%)° Cafeina (%) Clorogénico (%)
10 11,3 1,21 10,71 1,73 15,31
22 11,2 0,90 8,03 1,36 12,14

Para efeito de comparacédo transformou-se os teores de base liquida em
base seca, como pode ser observado na Tabela 8, para que a comparacao
fosse feita ha mesma base. Foi possivel observar um valor médio de cafeina
11,6% e de 16,8% de acido clorogénico para o experimento 10 e um valor
médio de cafeina 8,9% e de 13,8% de &cido clorogénico para o experimento
22. Assim, é possivel observar que o experimento 10 conseguiu extrair uma
maior quantidade de ambos os metabdlitos de interesse.

Ao avaliar os dados das Tabelas 8 e 9, pode-se observar que houve
perda de 8% de teor de cafeina e 9% de acido clorogénico para o0 experimento
10 e perda de 10 e 12%, de cafeina e &cido clorogénico, para o experimento
22. Esse dado € muito importante para entender o porqué nado foi possivel
ajustar o modelo, visto que, na realizacdo dos primeiros experimentos foi
realizada a concentracao dos filtrados, e depois os mesmos foram analisados,
e como uma das hip6teses geradas ap0s avaliacdo dos resultados, era que a
concentracéo poderia ter ocasionado a degradacao dos ativos, e por isso, para
a reproducdo desses novos experimentos ndo utilizou a concentracdo dos
filtrados, mas sim, a diluicdo dos mesmos, para que fosse possivel avaliar as
possiveis perdas e entender os resultados obtidos para esse planejamento
experimental. Assim, pelos dados acima, presume-se que a concentracao dos
extratos ocasionou a degradacdo dos ativos, e que foi devido a isso, que ndo
foi possivel ajustar o modelo.

Para verificar se realmente as condicbes do experimento 10 levaram a
uma extracdo mais eficiente em relacdo aquelas do experimento 22, os
resultados obtidos em quintuplicata com ambas as condi¢des (Tabela 8) foram

comparados estatisticamente. Para isso, foram realizados os calculos do teste t
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deStudent para duas amostras, presumindo-se variancias equivalentes, e
partindo de duas hipéteses, a Hyp de que as médias fossem iguais (Uio = H22) €
a hipotese H; (L0 # M22), @ qual presume que as médias sao diferentes. Pelos
resultados obtidos, foi possivel rejeitar a hipotese nula, ou seja, que as meédias
de acido clorogénico e cafeina séo iguais, ja que T calc (8,23) > T tab (2,31)
para o acido clorogénico e para a cafeina, T calc (15,2) > T tab (2,31).

Portanto, pode-se concluir que as médias de cafeina e acido clorogénico
sao diferentes para os experimentos 10 e 22, com um nivel de confianca de
95%, e que os dois métodos de extracdo de fato extraem quantidades
diferentes dos dois metabdlitos alvos, ou seja, 0 experimento 10 mostrou ser

mais eficiente para extracao do que o experimento 22.
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5.3Anélise do Bagaco de Café Verde

O proximo passo foi analisar o bagaco obtido pelos experimentos 10 e
22 (no caso do experimento 22, foi utilizado o bagaco obtido em bancada e em
escala industrial) para identificar possiveis aplicacdes, visto que esse material
ndo é reutilizado pela empresa apds o processo extrativo. Os bagacos foram
preparados conforme descrito no item 4.6, utilizando etanol 70% como solvente
extrator, e injetados no sistema UHPLC-PAD/UV utilizando a condicéo analitica
do método D (Tabela 4). Os cromatogramas provenientes desses extratos

estdo representados na Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma UHPLC-UV referente ao bagaco proveniente do experimento 22 (escala
industrial e bancada) e 10, extraido com etanol 70%, visualizado a 280 nm. As condi¢Bes cromatograficas
estdo descritas no item 4.4.
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Ao observar os cromatogramas (Figura 10), percebe-se que o perfil
quimico qualitativo obtido para os trés extratos sdo semelhantes, e que com a
andlise de UHPLC-PDA/UV foi possivel identificar cafeina e acido clorogénico.
Ainda, que, como a concentracdo das amostras sdo as mesmas,
aproximadamente 0,5 mg/mL, percebe-se que o bagaco do experimento 10
contém uma menor area para os dois compostos de interesse do que o
experimento 22, conforme o esperado, ja que as condi¢cdes do experimento 10
mostraram-se mais eficientes para extrai-los.

Foi realizada a mesma extracdo descrita no item 4.6 para a mesma
amostra de bagaco do experimento 22 (escala industrial), mas utilizando
acetato de etila como liquido extrator. Os dados referentes aos resultados

obtidos estéo representados na Tabela 10.

Tabela 10. Comparacédo entre os solidos totais e areas de cafeina e &cido clorogénico proveniente das
extracdes do bagago, proveniente do experimento 22 (escala industrial), com etanol 70% e acetato de

etila.
Extratos Quantidade Solidos Quantidade Areade  Areade Rendimento
(bagago de Totais embase Cafeina Acido (%)
industrial) Drenado  (mg/mL) seca (9) Clorogénico
(9)
Etanol 70% 110,0 0,20 0,22 632121 467006 1,47
Acetato de 126,55 0,086 0,11 34548 164022 0,73
Etila

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 10, € possivel notar que o
rendimento da extragdo com etanol 70% foi superior ao de acetato de etila, e
também, que as areas obtidas de cafeina e de &cido clorogénico sdo maiores,
indicando que a extracdo que utilizou como liquido extrator o etanol 70%,
extraiu uma quantidade maior de ativo do que a do experimento que foi
extraido com acetato de etila. Os cromatogramas referentes a esses extratos

estao representados na Figura 11.
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Figura 11. Cromatograma UHPLC-UV referente ao bagacgo proveniente do experimento 22 (escala
industrial) extraido com etanol 70% e acetato de etila, visualizado a 280 nm. As condigdes
cromatograficas estdo representadas no item 4.4.

Na Figura 11, referente & comparacao entre os cromatogramas obtidos
pela extracdo do bagaco com etanol 70% e de acetato de etila, pode-se
também observar, a semelhanca entre alguns picos cromatograficos obtidos
pelas duas amostras, principalmente os picos apés 0s 9 min.

No entanto, ao avaliar o cromatograma proveniente do bagago industrial
extraido com etanol 70% e o extraido com acetato de etila (Figura 11) foi
evidenciado que seria necessario alterar o gradiente do método D para ocorrer
uma melhor separacdo dos picos que estavam apds o tempo de 12 min para
obter um melhor resultado na analise realizada pelo UHPLC-PDA/UV, e assim,
foi necessario desenvolver um método mais apolar, mas sem alterar a
polaridade inicial do método D, para que ndo houvesse diferenca na eluicdo
dos picos de cafeina e do acido clorogénico. O novo gradiente utilizado, as
condicbes cromatograficas e o cromatograma obtido estdo representados na

Tabela 11 e na Figura 12, respectivamente.
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Fase Estacionaria: C18 BEH Waters (2,1 x 100 mm; 1,7 pm)

= Eluente:
- Eluente A: 2% (v/v) acido acético em 4gua
- Eluente B: Metanol

=  Fluxo: 0,35 mL/min

= Volume de inje¢cédo: 1 pL

= Temperatura do forno da coluna: 30°C

= Gradiente:

Tabela 11. Gradiente referente as propor¢des das fases moveis A e B do método
desenvolvido para melhor separagéo dos picos ap6s 12 min.

Tempo Solugao aquosa MeOH (%) B
(min) AcOH 2% (%) A
0 90 10
4,50 80 20
15,00 0 100
17,00 90 10

0,030
2

0,020

0,010 A\
0,000+
T
2,00

T
0,00 1,00

m

T T T T T T T T T T T T T T
3,00 4,00 5,00 5,00 7,00 8,00 5,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 16,00 17,00
Minutes

Figura 12. Cromatograma UHPLC-UV referente ao bagaco proveniente do experimento 22 (escala
industrial) extraido com etanol 70%, visualizado a 280 nm. As condi¢fes cromatograficas estdo descritas
na Tabela 11.

Pela analise do cromatograma referente ao bagaco proveniente do
experimento 22 (Figural2), com alteragdo do gradiente, foi possivel observar
que ndo houve alteracdo no tempo de retencdo da cafeina e do &cido
clorogénico, apenas uma melhor distribuicdo dos picos cromatograficos apos o

tempo de 12 min, sendo fundamental para a identificacdo dos mesmos.
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No entanto, foi possivel identificar, utilizando UHPLC-PDA/UV, o0s
marcadores de cafeina e acido clorogénico nas amostras provenientes das
extracdes de bagaco, indicando assim, que mesmo apods as extracdes, ainda
contém quantidades de cafeina e acido clorogénico, podendo assim, utilizar o
bagaco para gerar um novo extrato de café verde, o qual teria um teor menor
desses marcadores, e como 0 processo utiliza o bagaco proveniente de um
processo que ja esta implementado na empresa, 0 custo desse novo extrato
seria relativamente baixo, podendo ser aplicado no segmento alimenticio. E
também durante o levantamento bibliografico dos componentes do café, foi
observado um valor significativo de proteinas e lipideos (Tabela 2). As andlises
de quantificacdo serdo realizadas pela empresa Centroflora Nutra, para
verificar se esse bagaco pode ser usado para fins alimenticios com alto teor de

proteinas e/ou lipideos.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que a abordagem
multivariada aqui empregada resultou em uma melhora significativa e
satisfatoria na eficiéncia de extragdo de cafeina e acido clorogénico de café
verde em relacdo ao processo em operacdo na empresa Centroflora Nutra.
Essa abordagem demonstrou vantagem em relagdo a abordagem “tentativa e
erro” utilizada para o desenvolvimento do processo de extracdo hoje vigente na

empresa.

Além disso, a condicdo aqui desenvolvida (experimento 10) utiliza uma
menor quantidade de planta e solvente do que o processo atual. Esses dados
serdo apresentados para a empresa com o intuito de substituir o processo de
extracao atual, para que a mesma consiga reduzir o tempo de processo e, além

disso, aumentar a sua eficiéncia no processo extrativo.

O desenvolvimento do método analitico de UHPLC-PAD/UV, com
alteracdo na eluente B para metanol, foi eficiente para eliminar o uso de

acetonitrila e melhorar a separacdo dos compostos de interesse.

Os residuos obtidos pelos processos de extracdo desse trabalho foram
também analisados, e foi possivel identificar e quantificar a cafeina e acido
clorogénico, sendo importante para verificar possiveis aplicagbes, como por
exemplo, gerar um novo extrato de café verde, com menor teor de cafeina e
acido clorogénico, mas com um custo menor do que o extrato que existe no
portfélio da empresa, ou entdo, utilizd-lo para o segmento alimenticio, visando

a quantificacdo em altos teores de proteinas e/ou lipideos.
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