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RESUMO

Um dos grandes desafios do século XXI sdo as chamadas mudancas
climaticas. Pensando dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento de novos
processos e tecnologias para o setor produtivo, pautados pela inovacao sustentavel e
valorizagdo dos recursos naturais. Neste contexto, insere-se as chamadas
biorrefinarias, modelo de produgédo baseado no ndo desperdicio de matérias primas,
atuando na producdo de novos produtos, baseados em uma economia circular e
atuando no combate ao desperdicio de alimentos e na geracédo de produtos de maior

valor agregado para a industria brasileira e na geragdo de energia.

A literatura tem apresentado inimeras solucdes possiveis para a criacao de
técnicas de extracdo verdes, como a chamada Extracdo com fluidos supercriticos
(SFE) abordado no presente trabalho, considerando suas vantagens e desafios de
operacdo para um possivel uso nas biorrefinarias de residuos agroindustriais. Além
Disso, o estudo da biomassa resultante da extracdo de o6leo do coffea arabica
demonstra ao leitor a oportunidade de prospeccao de metabdlitos secundarios dessa
abundante matriz, indicando que o teor de acido clorogénico ronda os 6%, assim como
1,5% de cafeina e trigonelina, todos extraidos com solu¢cbes de agua e etanol, com

baixo custo energético e rendimento geral de 24,4% em massa.

Palavras-chave: Biorrefinarias; Extracdo com Fluidos Supercriticos; Coffea
Arabica; Biomassa Residual, Metabdlitos Secundarios.



ABSTRACT

One of the great challenges of the 21st century is the so-called climate change.
Thinking in this way, it is necessary to develop new processes and technologies for
the productive sector, guided by sustainable innovation and appreciation of natural
resources. In this context, the so-called biorefineries are inserted, a production model
based on the waste of raw materials, which existed in the production of new products,
resulted in a circular economy and existed in the fight against food waste and in the
generation of products with greater added value for Brazilian industry and power
generation. The literature has presented numerous possible solutions for the creation
of green extraction techniques, such as the so-called Extraction with supercritical fluids
(SFE) discussed in this work, considering its advantages and challenges of operation
for a possible use in biorefineries of agro-industrial residues. In addition, the study of
the biomass resulting from the extraction of coffee arabica oil demonstrates to the
reader the opportunity to prospect for secondary metabolites of this abundant matrix,
indicating that the chlorogenic acid content is around 6%, as well as 1.5% of caffeine
and trigonelline, all extracted with water and ethanol solutions, with low energy cost

and overall yield of 24.4% by mass.

Keywords: Biorrefieries, Supercritical Fluids Extractions, Coffea Arabica,
Residual Biomass, Secondary Metabolites.



CMED
ONU
EMPRAPA
PI1B

ITC
FAO

SC CO2
SWE
SFE
MAE
DAD
HPLC
UHPLC
uv
MPLC

LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Comissédo Mundial sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento
Organizacao das Nacdes Unidas

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Produto Interno Bruto

Instituto de Tecnologia Canavieira

Organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacéo
Extracdo com Didéxido de Carbono em Estado Supercritico
Extracdo com Agua em Estado Subcritico

Extracdo com Fluido Supercritico

Extracdo Assistida por micro-ondas

Detector de Arranjo de Diodos

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia

Ultravioleta

Cromatografia Liquida de Média Presséo



SUMARIO

1 - INTRODUCAO

1.1 - BIORREFINARIAS

1.2 - BIORREFINARIAS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS
1.3 - METODOS DE EXTRACAO NAO CONVENCIONAIS

1.4 - METODOS DE EXTRACAO POR FLUIDOS SUBCRITICOS E
SUPERCRITICOS

2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

3 - RESULTADOS

3.1 - DEGRADACAO TERMICA

3.2 - EXTRATOS COM ELEVADA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.3 - USO DE FLUIDOS SUPERCRITICOS COMBINADOS

3.4 DEMONSTRACAO DO POTENCIAL DA VALORIZACAO DA BIOMASSA

RESULTANTE DA EXTRACAO DOS OLEOS DE CAFE VERDE.

10

11

12

15

17

20

20

21

23

25

27

29

4 - CONCLUSAO Erro! Indicador n3o definido.

REFERENCIAS

45



10

1 - INTRODUCAO

O agravamento das mudancas climaticas tem levado a comunidade
internacional a intensificar a busca por um novo arranjo na producdo, economia e
relacbes de consumo (CMED)?, um que permita aos paises emergentes a
continuidade do desenvolvimento econdmico, e a manutengcdo do estado de bem-
estar social nos paises desenvolvidos. Os esforcos se concentram na busca pelo
desenvolvimento sustentavel, ressaltando que uma relacdo amistosa com o meio
ambiente, isto €, 0 uso consciente dos recursos naturais e principalmente a
preservacao dos diversos biomas, passam a ser uma espécie de ativo econémico em

uma economia mundial de baixo carbono. (Teixeira. |.)3!

Segundo a Comissdo Mundial do Meio Ambiente, “O desenvolvimento
sustentavel € o desenvolvimento que atende as necessidades do presente sem
comprometer a capacidade das geracdes futuras de atender as suas proprias
necessidades” (ONU 1987)%> em outras palavras, a sustentabilidade é um conceito
que vai muito além da preservacao da fauna e flora, como é popularmente utilizado,
abrangendo em sua totalidade, as esferas: sociais, meios de producdo, economia e
meio ambiente. Uma excelente ilustragao deste conceito sdo os chamados “cinco P’s”
da Sustentabilidade: Planeta, Pessoas, Prosperidade, Paz e Parcerias (Agenda 2030
de Sustentabilidade), dominios de atuacdo necessarios para a criacdo da substancia

de um modelo de desenvolvimento sustentavel.
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FIGURA 01: Os Cinco P’s da Sustentabilidade: Planeta, Pessoas,

Prosperidade, Paz e Parcerias.

Pessons “"

Emdlcal a pobreza e a fome de
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Proteger 0s recursos
naturais e o clima

ParceriAS  Paz

Implementar a agenda
por meio de uma Promaver sociedades pacificas,
parceria global sélida justas e inclusivas

Fonte: Plataforma Agenda 2030*

1.1 - BIORREFINARIAS

Conceber um modelo sustentavel de producdo, implica ainda no néo
desperdicio dos recursos, em outras palavras, na utilizacdo completa das matérias
primas, ampliando o numero de produziveis de uma industria, isto é, mantendo o
portfélio caracteristico da companhia, mas adicionando outros, para a utilizacdo
completa da matriz, ampliando proporcionalmente os lucros, eliminando os residuos

e muitas vezes, produzindo energia.

O conceito de biorrefinaria ndo é algo completamente definido, ndo existindo,
portanto, um modelo fixo, sendo uma ideia ainda em desenvolvimento. Segundo a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa, “Biorrefinaria € uma
instalacdo que integra processos de conversdao de biomassa em biocombustiveis,
insumos quimicos, materiais, alimentos, racbes e energia. O objetivo de uma
biorrefinaria € otimizar o uso de recursos e minimizar os residuos, maximizando os

beneficios e o lucro.” (Embrapa Agroenergia)3.

A industria petroquimica, apesar de definitivamente ndo ser um exemplo de

sustentabilidade, € um modelo de refinaria muito eficiente e lucrativo, ja que por meio
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do fracionamento do petréleo bruto, produz uma série de derivados, que encontram
aplicacdo na area de combustiveis, lubrificantes, polimeros e fertilizantes. Dessa
maneira, seus residuos sdo em sua quase totalidade, comercializaveis, sendo
transformados em parafina, ureia, entre outros, colocando-se, portanto, como um
exemplo de aproveitamento maximo da matriz, caracteristica necessaria no
desenvolvimento de biorrefinarias. Outro exemplo de sucesso no aproveitamento total
de matriz, é o setor sucroenergético do Brasil. Responsavel por 20% do Agronegdcio
do pais e 2% do PIB (Finguerut, Diretor do ITC), é conhecido pela produc¢éo de etanol
e acucares, mas também é um grande produtor de energia advinda da biomassa
residual da cana-de-acucar. Além disso, o modelo ainda produz fertilizantes,
colocando-se como uma inddstria que se torna mais eficiente a cada ano,
aproximando-se, cada vez mais, das caracteristicas desejaveis de um modelo

sustentavel de producao.

1.2 - BIORREFINARIAS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Segundo estudos de projecdes demograficas, por volta de 2050 a populacao
humana estard na casa dos 9 bilhdes de pessoas (Nascimento, S.P.), sendo,
portanto, uma adicdo de ao menos 1 bilh&o na populacao atual, crescimento que pode
causar uma grande inseguranca alimentar no mundo. Esse aumento populacional
trard a necessidade de ampliar em cerca de 60% a produc¢éo de alimentos no mundo,

segundo a Organizacgdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacgédo, (FAO)’.

Apesar dos grandes avancos na tecnologia de producdo de alimentos, um
montante de 20% do total produzido € desperdicado devido a diversas ocorréncias.
(FAO)’. A figura 02 permite a visualizacdo percentual da perda na producédo de

alimentos no mundo, dividido em 7 regides, por etapa da cadeia produtiva.
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FIGURA 02: Perda na producéo de alimentos em termos relativos para cada

etapa da cadeia produtiva.
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Fonte: Seguranca Alimentar Nutricional, Campinas, v. 25, n.1 p 85-91, jan/ abr 2018 8

O desperdicio de alimentos ndo é apenas um fator que pode agravar a
inseguranca alimentar, sendo também um responsavel pela perda de uma fatia

consideravel dos lucros do agronegadcio e da industria.

Conceber uma biorrefinaria de produtos agroindustriais ndo € trivial. Apesar
disso, tendo em vista o enorme desperdicio (Nascimento)®, a fonte de matéria prima,
ou seja, a matriz de extracao, seria abundante e garantida, principalmente no Brasil.
O Aproveitamento de cascas, talos, folhas, sementes, bagaco e outras partes de frutas
e vegetais processados, permitiria a geracdo de um novo modelo de industrializagao
no pais e no mundo, este modelo, cria um maior nimero de etapas apdés o
processamento priméario dos produtos, ou seja, a obtencao das fracdes alimenticias e
afins, adicionando portanto posteriores processos mais sofisticados de extracdo que
permitam a obtencéo de valiosos metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos
e flavonoides com reconhecida atividade bioativa, que muitas vezes estao presentes
como compostos majoritarios nessas matrizes, permitindo ainda a queima da
biomassa fibrosa residual para a producdo de energia. Um esquema geral do
raciocinio esta descrito no esquema 01, onde metodologias de extracdo nao

convencionais podem ser adicionadas na concepc¢do de um modelo que considera a
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rentabilidade, preservacdo das propriedades das substancias e o0s principios da

quimica verde e a sustentabilidade produtiva. (Anastas & Warner)?®,

ESQUEMA 01: Economia Circular e Biorrefinarias de residuos agroindustriais.

BleORREFINARLA RESIBUES AGRE

®

R

A T
ﬁ Geragdode E
©® Energia 0
o p
©
v a0
& A
% Metabélitos i
R Secundarios

+ Residuos ©
S) Fibrosos

Fonte: Autoria Propria

O esquema 01 ilustra como os residuos agroindustriais que hoje sédo
considerados lixo, sdo na realidade, em sua maioria, oportunidade de neg6cio nesse
novo arranjo econémico. No caso particular brasileiro, € uma oportunidade latente
para a industrializacdo agregada ao multilateralismo ambiental do mundo (Teixeira.
A.)%1, desenvolvimento esse que passa pelo investimento em massa em parques de
biotecnologia, e afins. Tal processo permitiria uma nova geracdo de empregos e
principalmente a valorizacdo dos recursos naturais, ja que industrias de
processamento primario teriam a oportunidade de adicionar ao seu portfélio, inUmeros
produtos de maior valor agregado, ou a ocorréncia de novas industrias em um setor
mais sofisticado e valorizado por uma economia de baixo carbono.
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A extracdo de polifendis, flavonoides, isoflavonoides, acidos clorogénicos e
outras substancias bioativas, sdo de grande interesse das industrias farmacéuticas,
cosmeéticas, precursores de sintese quimica ou de aditivos, ja que possuem em sua
maior parte, atividade antioxidante, antimicrobiana, dentre outras funcionalidades
interessantes que muitas vezes estdo presentes em quantidades majoritarias nos

residuos agroindustriais, como ilustrado na tabela 01.

1.3 - METODOS DE EXTRACAO NAO CONVENCIONAIS

A extracdo convencional dos metabdlitos secundarios geralmente ndo segue
os 12 principios da quimica verde (Anastas & Warner)®. Para a criacdo das
biorrefinarias de residuos agroindustriais; € necessario considerar que o modelo deve
promover a conversao de residuos em produtos comercializaveis, portanto, o modelo
nao deve produzir novos residuos ou consumir excessiva quantidade de energia,
assim como ndo deve operar com matrizes ou solventes ndo renovaveis. A literatura
tem apresentado diversas técnicas ndo convencionais de extracdo para modelos de
biorrefinarias (Katarzyna. et al, Durante. et al, Pilar . A. at al.) 1°1° 23, Dentre elas, a
Extracdo com Dioxido de Carbono Supercritico (SC CO2) e a Extracdo com Agua
Subcritica (SWE), vem ganhando destaque, tendo em vista que os estudos fisico-
quimicos das propriedades de substancias em estado supercritico sdo cada vez
maiores como se pode observar nos graficos 01 e 02.

GRAFICO 01: Artigos e revisdes com o tema (Extracdo com Fluido Supercritico)

Publicagdes - Supercritical Fluid Extraction
1000
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800 e/ |
700 go " .
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0 - L2 ot 2 2 2
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Ano da Publicacéo

Fonte: Autoria Prépria (Palavras Chave: Supercritical Fluid Extraction, SciFinder 2021).
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GRAFICO 02: Artigos e revisdes com o tema (Extracdo com agua subcritica)
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Fonte: Autoria Propria (Palavras Chave: Subcritical Water Extraction, SciFinder 2021).

Observa-se facilmente que a partir de 2006, a tecnologia de extracdo com
fluidos subcriticos e supercriticos (SFE) ganharam destaque, com a publicacdo de
cerca de 15000 trabalhos em SFE e 1000 destas referéncias em SWE, montante que

nao deve ser desconsiderado para possiveis aplicacdes em biorrefinarias.

Além das duas técnicas mencionadas, existem diversas outras que estao
caminhando com destaque em numero de publicacdes (Katarzyna. et al)'°, como
pode-se observar no grafico 03, onde € apresentado uma tendéncia de crescimento

bastante pronunciada em aplicagdes ndo convencionais de extracao em biorrefinarias.
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GRAFICO 03: Numero de artigos com aplicacées em extracéo verde de

residuos agroindustriais, Scopus 30/01/2021.
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Fonte: Katarzyna. G. et al. Crucial Challenges of Green extraction®
1.4 - METODOS DE EXTRACAO POR FLUIDOS SUBCRITICOS E

SUPERCRITICOS

Dentre véarias novas tecnologias de extracdo (Katarzyna. G. et al)!°, a Extracdo
com Fluidos Supercriticos ou Subcriticos (SFE), sdo alvo de grande numero de
estudos de desenvolvimento, tendo em vista suas caracteristicas Unicas, provenientes
de substancias em estado critico ou bastante préximas dos parametros necessarios
para atingir essa caracteristica. Uma substancia que atinge o estado critico, tem suas
propriedades fisico-quimicas pronunciadamente alteradas, como a diminui¢cao de sua
viscosidade, aumentando a permeabilidade como solvente e, portanto, ampliando sua
difusdo na matriz. Além disso, o valor da densidade da substancia em estado gasoso;
passa a ser numericamente muito proximo da densidade em estado liquido, portanto
ha convergéncia das propriedades de ambas as fases, permitindo que nesse novo
estado, haja a diminuicdo da constante dielétrica e, portanto, a diminuicdo da

polarizabilidade, permitindo que substancias conhecidamente mais polares como a
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agua, apresente caracteristicas de solventes organicos mais apolares como

acetonitrila ou DMSO por exemplo. (Chemat. F & Strube. J.)*.

FIGURA 03: Temperatura que a agua deve atingir para equiparar sua constante

dielétrica a alguns solventes de uso comum.

Table 7.2 Organic solvents properties, Hansen parameters, and subcritical water tempera-
ture equivalent.

Solvent Dielectric Hansen Hansen Hansen Subcritical
constant ¢ parameter parameter §, parameter water temperature

84 (MPa'2)  (MPa'?) 8, (MPa'?)  (°Q)

DMSO 48 18.4 16.4 10.2 150

Acetonitrile 38 15.3 18.0 6.1 175

Methanol 33 14.7 12.3 22.3 200

Ethanol 24 15.8 8.8 19.4 275

Acetone 21 15.5 10.4 7.0 300

Chloroform 5 17.8 3.1 5.7 <374 T

Fonte: Chemat. F & Strube. J. Green Extraction of Natural Products - Theory and Practice!! .

Para alcancar essas propriedades, se fazem necessarias as modificacbes de
dois parametros, temperatura e pressao, sendo esses 0s principais fatores para a
regulacdo da forca do solvente em técnicas de SFE. Notavelmente, o estudo da SFE
vem crescendo de maneira mais abrupta no caso particular de dois solventes, agua e
dioxido de carbono. As chamadas Extragdes com Agua Subcritica (SWE) e com
Di6xido de Carbono em Estado Supercritico (SC CO2). Parte dessa atencéo se deve
ao preco e disponibilidade da 4gua, baixa temperatura critica do dioxido de carbono,
além de serem amigaveis do ponto de vista ambiental, ocupacional e de uso quimico
como solventes, fazendo deles as substancias mais amplamente estudadas nessa

area
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FIGURA 04: Polarizabilidade comparativa entre SWE e SC CO: e sua relagéo

com metabdlitos secundarios.

Metabdlitos Secundarios

/\— OH
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Fonte: Autoria Prépria.

A Figura 04 é ilustrativa na demonstracéo das diferencgas entre as duas técnicas
em destaque, sendo as cores as responsaveis por demonstrar o carater mais polar
em vermelho e apolar em azul, como convencionalmente ilustrado em modelos de
substancias moleculares e seus respectivos graus de polaridade. A SWE € um método
que proporciona um otimo rendimento de extragcdo (Katarzyna. G. et al, Ersan. S. et
al, Safranko. S. et al, Salami. A. et al.)1°162426 com um tempo de operacdo em torno
de 2 horas e meia, com temperaturas mais elevadas e pressdes mais baixas quando
comparadas com a SC CO:z, sendo mais adequada para substancias mais polares,
como flavonoides ou polifenéis de modo geral e, portanto, menos seletiva que a
segunda. Esta técnica é geralmente controlada por meio da chamada forca do
solvente, parametro essencial na extracao que define o quanto uma substancia vai
eluir com o solvente, que para ambas as técnicas, dependem fundamentalmente da
temperatura e pressdo. Para o ajuste do método, a temperatura passa a ser o
parametro principal quando se trata de SWE, ja que a agua sé atinge seu estado critico
quando em uma temperatura de 374° C e 222 atm, sendo necessario
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proporcionalmente um valor muito menor dessa temperatura quando comparado com
o dioxido de carbono, que atinge o estado critico em 31,04° C e 73 atm. Logo, o
parametro de maior importancia no caso do controle da for¢ca do solvente do método
SC CO:2 € o inverso da primeira, sendo, portanto, a pressdo, mas diferentemente da
primeira, necessita de um cossolvente para desempenhar um bom rendimento, como
o etanol, quando utilizada para extracdo de substancias com grau de polaridade mais
elevada. A SC CO: é, portanto, um método para substancias de carater mais apolar,
como carotenoides e 6leos essenciais, geralmente € um processo que leva 3 horas
para se concluir, possuindo maior seletividade, em funcdo da mistura com o
cossolvente, além de sua grande vantagem de operar em temperaturas mais baixas,
e portanto, mantém um menor o risco de degradacdo das substancias, além de
resultar em um extrato limpo de solvente na maioria dos casos, tendo em vista as
propriedades intrinsecas do dioxido de carbono em condi¢cdes normais de temperatura
e pressao (Chemat. F & Strube. J)L.

Ambos 0s métodos sdo especialmente interessantes quando o extrato deve
manter suas propriedades antioxidantes ao final do processo, ja que sdo métodos que
vem demonstrando a manutencdo dessas caracteristicas em diversas matrizes
agroindustriais como manga, brocolis, pistache e uva. (Katarzyna. G. et al, Ersan. S.
et al, Martinez-Borja. M. et al, Durante. M. et al, Ferrentino. G. et al, Sdnchez-

Camargo. P. A. et al, SAnchez- Camargo. P. A. et al.) 10161719202123

2 - OBJETIVOS

Estudar o conceito de biorrefinaria e metodologias de extracdo nao
convencionais, SWE e SC COg, e verificando as matrizes agroindustriais testadas,
entendendo os principais desafios para uso em grande escala e demonstrando de
maneira pratica a extracdo de metabolitos secundarios da biomassa residual da

extracao de Oleos nobres do café verde.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compreender e apresentar os parametros mais utilizados em ambas as
técnicas, equipamentos utilizados e a possibilidade da combinacédo dos SFE para a

criacdo de métodos de extracao para biorrefinarias.
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Demonstrar a presenca de metabdlitos secundarios de alto valor agregado na

biomassa residual da extracdo de 6leos nobres de café verde.

3 - RESULTADOS

O processo de extracao de residuos agroindustriais ndo se traduz em uma reta
de perfil frontal, onde o eixo das ordenadas representa o rendimento de extracdo e o
eixo das abcissas a massa de solvente utilizado, ou seja, o volume de solvente
utilizado em funcdo da extracdo. Na realidade, o mecanismo de extracdo de uma
matriz vegetal passa por trés inclinacdes diferentes, em outras palavras, trés etapas,
conveccao, onde a resisténcia dos extraiveis € menor e, portanto, a extracdo € maior,
poros superficiais, onde a extragdo tem uma queda pequena em funcdo da
necessidade de difusdo do solvente por poros da superficie, seguida da etapa de
difusao interior, Gltima etapa, onde o periodo de extracdo € mais longo e constante,
em funcao da necessidade de difundir o solvente nos poros mais interiores da matriz,
etapa que se mantém até o esgotamento da material. O esquema 02 demonstra esse

mecanismo.

Esquema 02 — Etapas dos mecanismos de extracao.

Soluto mais interior (Controlado por difusZo)

Periodo de queda da extragido (comega difusao)

Conveccao (particulas na superficie) — menor resisténcia

—

O "> ®3—-Q30® X

Massa de solvente
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Fonte: Adaptado do livro Rostagno. M. A. and Prado. M. J. Natural Product
Extraction: Principles and Applications; Cap 6, p 204.

Tal mecanismo acontece devido as paredes vegetais e seus poros, assim como
pela caracteristica quimica intrinseca do material, como a hidrofobia encontrada nas
regides da superficie de uma folha e o contraste com a hidrofilia em seu interior. O
aumento da pressdo € um dos fatores que auxilia na extracdo de uma substancia,
tendo em vista que as forcas de repulsdo presentes no exemplo j& mencionado,
podem ser superadas por forgas externas, permitindo a difusibilidade do solvente com
o soluto. A figura 05 é a ilustracdo de uma célula vegetal, onde pode-se observar os
intersticios, poros e paredes que o0 solvente deve atravessar para ter acesso as

substancias de interesse.

FIGURA 05 - Distribuicao das substancias em uma célula vegetal.

1: Adsorvido na superficie da matriz

2: Dissolvido/adsorvido nos poros superficiais

3: Dissolvido/adsorvido em micro/nano poros da matriz
4: Quimicamente ligados a matriz

5: Solvente

Sample particle ~

Stagnant liquid
layer -

Bulk (extraction) :
solvent \--\’ .

Fonte: (Adaptado) Mustafa. A. and Turner. C. Pressurized liquid extraction as a
green approach in food and herbal plants extraction: A review,Analytica Chimica Acta,

Volume 703, Issue 1,2011%2,



23

Tendo sido apresentado alguns dos mecanismos que um solvente exerce na
extracdo de uma substancia, € possivel compreender melhor as vantagens da SFE
em relacdo a questdo abordada. Como os fluidos supercriticos apresentam maior
difusibilidade em funcdo das miscibilidades de propriedades dos estados liquido e
gasoso, 0 solvente passa a ter maior acesso ao interior da matriz e consequentemente
maior interacdo com as substancias de interesse. Logo, o rendimento de extracdo é
acrescido, como demonstrado por Teresa Fernandez-Ponce e colaboradores!4
caracteristica essa que colabora com as demandas de sustentabilidade, tendo em
vista que um meio de extracdo aprimorado, é também uma metodologia que
consequentemente poderda reduzir os custos de operacdo, como energia e volume de

solvente.

3.1 - DEGRADACAO TERMICA

Um ponto muito importante a considerar em extracdes que facam uso de
temperaturas mais elevadas, € a possibilidade de degradacdo térmica das
substancias. Essa possibilidade deve ser mais considerada na metodologia de SWE,
ja que esse processo faz uso de temperaturas mais elevadas. Para a demonstracéo
desses aspectos e a avaliacdo das condicfes 6timas de operacao, no estudo de SWE
aplicado a cascas de pistache realizado por Sevcan Ersan e colaboradores?®, avaliou-
se que compostos polifendlicos e flavonoides sofrem degradacao significativas em
temperaturas acima de 150°C, sendo, portanto, uma evidéncia dos desafios que a
SWE pode enfrentar. Apesar disso, vale ressaltar que ambas as técnicas de SFE
abordadas, possuem dois modos de operacédo, sendo eles o estatico ou o dinamico.
A diferenca entre essas operacgoes € a forma de contato da matriz com o solvente na
camara de extracdo, onde no modo estatico, o solvente € injetado e permanece em
contato com a matriz por todo o tempo de extragdo. J& no modo dindmico, temos a
adicdo de um novo parametro, a vazao, logo o solvente que entra em contato com a
matriz, passa a circular pela camara sucessivas vezes e, portanto, ha diferengas nos
niveis de exposicdo ao solvente. Nesse contexto, existem diferengas nas
consideracdes feitas envolvendo a degradagcdo térmica. Segundo o estudo da
Universidade Marie Curie-Skalodowska da Polonia'®, verificou-se que o modo

dindmico proporciona uma faixa mais elevada de temperatura permitida, sem causar



24

com isso, a degradacéo térmica, como se observa na figura 06. Tal observacao se
deve provavelmente a maior velocidade de extracdo que a vazdo continua de um
solvente proporciona, e consequéncia disso € a menor exposicdo a elevadas

temperaturas.

FIGURA 06 - Comparacéao no rendimento entre SWE Dinamico (D) e Estatico (E) em

funcdo da temperatura (Figura da direita) e da Presséo (Esquerda).
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Extraction pressure [bar] Extraction temperature [C]

Fonte: (Adaptada) Original Paper; Static and dynamic superheated water extraction of
essential oil components from Thymus; Faculty of Chemistry, Maria Curie-Sklodowska

University, Lublin, Poland.

Apesar da importancia dessas consideracfes, a literatura ndo apresenta muitos
trabalhos de SWE que utilize temperaturas acima de 120°C, jA que apesar dos
resultados demonstrados pela figura 06, vale ressaltar que os testes foram realizados
para a extracdo de Oleos essenciais (Maria Curie-Sklodowska University) 5 e,
portanto, ha variacdes quando comparados com flavondides, por exemplo. Portanto,
pode se caracterizar como uma limitacdo conhecida da SWE a n&o possibilidade de
operacdo com agua subcritica em temperaturas maiores que 120°C para os fins

mencionados.

As propriedades fisico-quimicas do dioxido de carbono n&o exigem elevadas

temperaturas para seu uso como fluido supercritico. Nesse contexto, a SC COg, é

[N

operada de forma geral em temperaturas que variam de 40 a 60°C e, portanto,
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garantido a ndo degradacdo térmica dos metabdlitos secundarios. Apesar disso,
existe a necessidade do uso de elevadas pressdes, em geral de 250 atm, mas que

em muitos casos, podem chegar a 440 atm ou mais (Borja-Martinez. M. et al).t’

Dessa maneira, configura-se um desafio a necessidade de operacédo em altas
pressdes (Borja-Martinez. M. et al, Lima. A. M et al, Durante. M. A. et al, Ferrentino.
G. et al)l’ 18 19 20/ que eventualmente acabam por resultar em desgaste do

equipamento, ou em um maior uso de energia elétrica.

3.2 - EXTRATOS COM ELEVADA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Além de um elevado rendimento de extracdo, as SFE geram extratos com um
notavel nivel de atividade antioxidante (Katarzyna & Tuberoso) *°. No estudo realizado
pela pesquisadora Pilar Sanchez-Camargo e colaboradores?!, a extracdo de
compostos fendlicos e carotenoides de cascas de manga, foi realizada com SC CO2,
em 60°C, 247 atm e 15% de etanol, com uma vazao de 6,7g/min, durante 3 horas. O
trabalho também fez uso da extracdo assistida por micro-ondas (MAE), onde a
intencdo era melhorar ainda mais o rendimento, resultado esse que foi de 92,34% de
compostos fenolicos e flavonoides como a mangiferina. Apés a extracao, verificou-se
qgue a atividade antioxidante presente no extrato era bastante elevada, assim como
elevada atividade antiproliferativa. Essa caracteristica estd presente em todos o0s
estudos consultados, sendo verdadeiro para SWE e SC CO2, apresentando-se como
uma das caracteristicas mais vantajosas desse tipo de extracdo, tendo em vista que
na maioria dos casos 0 extrato possui essa atividade em niveis mais elevados se
comparado com processos tradicionais de extracdo (Katarzyna & Tuberoso,
Fernandez-Ponce. et al, Lima. M. et al, Ferrentino. G. et al, SGnchez-Camargo. P. et
al, Borja-Martinez. M. et al).101418202122 Qg parametros e matrizes onde as técnicas

foram estudadas podem ser consultados na tabela 01.

TABELA 01 — Resumo das condi¢cOes gerais utilizadas nas SFE apresentadas.

Matriz | Mét Extracéo Condigdes Classes subs Ref
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40° C cte/ 98,5 -296

Cascas SC CO2 atm/90min/ vaz&o 2 kg/h Aromaéticos/ Volateis
. 24,25
Tangerina "'S\WE  modo |130-220° C/10,5 -18,75atm/ Compostos
estatico 5-15 min polifendlicos
SWE 129/ 120° C/ 3h / 49,35 Carotendides e
dindmico atm/ 1 mL/min compostos fendlicos
Cascas 12g/60° C/ 3h/ 247 atm; 26
Abobora SC CO2 vazdo CO2 15 ml/min; Carotenoides e
dindmico etanol+agua(80:20)/0,25 | compostos fendlicos
mL/min;
_ o . . X
Cascas de SWE 110 190. C 68 qtm, vazao Compostos fendlicos,
. o 4 mL/min; 30 min (120m| . 16
Pistache dindmico flavonoides
coletados)
60° C; 247 atm; 15%
Cascas de 1°:SC CO2 etanol; vazao Mistura 6,7 Carotendides/Comoo
Manaa dindmico/2°:M | g/min/ 3h// 600W; 50mL/g e stos Fendlicos P 21
9 AE 120seg (etanol/agua
"60%vVv/V")
60° C; 247 atm; 15%
Cascas de S.CA CQZ etanol; vazao Mistura 6,7 Carotendides 23
Manga dindmico )
g/min/ 3h
80 °C; 345 atm; MeOH
Cascas de S.CA CQZ 20%, e vazao de 18,0 Compostos Fendlicos | 18
Batata dindmico .
g/min
Folhas e 40 °C; 443 bar; 7% etanol; B-caroteno,
SC CO2 ) ~ L
Caules de . 31 g/ min de vazdo e 68 | compostos fenodlicos, | 17
.y dindmico : . . .
Brécolis min. clorofilas e fitosterois
40°C; 197 atm; vazdo 11 g
Cascas de . ASC_ CO CO2/ Min; 2h [/ 70°C; 99 | Compostos fendlicos | 27
Cacau |dinamico//PLE
atm
Sementes
de Uva
Sementes | goco, | 40°C; 345 atm; vazdo 4 | SOMPostos fenolicos,
de Roma . . flavonoides, Taninos 19
dindmico mL/min; 1h/2h/2h
condensados
Sementes
de

Tomate
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Bagaco SCCO2 +

3 0 oC- . ~
de Maca etanol 5% | 45°C; 296 atm; vazao 2 L/h Compostos Fendlicos | 20

(cascas/ | estatico (1h) e ; 2h no total
polpa) dinamico (1h)
Disr;lgn?icofj + 55°C; 98 atm; vazéo
20g/min; 3h
Fi/llgizge etanol 20% Compostos fendlicos | 14
SWE 100°C; 40 atm; vazao
dindmico 10g/min; 3h
Residuo SC COz2
de estatico 0 . A Compostos fendlicos,
Pimentdo |  (30min)/ 60 3C}r§i4;17/ f‘ggl"’sfao Flavonoides, B- | 28
(Cascas e Dinamico g caroteno e Licopeno
sementes) (2,5h)
Cascas de
Tangerina
g SC CO, I: 40°C; 150 atm; vazao 2

Cascas de mL/min/ por 30 min / Il

Dinamico em B caroteno e

Laranja 40°C; 100 atm; vazéo 2 : 29
duas etapas | . Licopeno
mL/min + 7% acetona e 60
Cascas e | e Il (1,5h total) min
pele de
Tomate

Fonte: Autoria Propria.

3.3 - USO DE FLUIDOS SUPERCRITICOS COMBINADOS

O método SFE utiliza um sistema de tubulacbes e conexBes que sédo
adaptaveis para muitos tipos de fluidos supercriticos (Min-Jung Ko. Et al) ?°. Dessa
forma, uma maneira de se contornar as limitagdes da SWE, passa pela combinacéo
do uso desse método junto ao SC CO2, sendo possivel a extracdo de polifendis e
flavonoides com maior facilidade, fazendo uso da primeira técnica, e realizando uma
extracdo consecutiva com o segundo método, de modo a obter os compostos mais
apolares como os carotendides. Exemplo dessa combinacdo & o trabalho de Safranko
e seus colaboradores?*, onde a extracdo de cascas de tangerina foi realizada
primeiramente com SC CO2 dinamico, a 40° C e 296 atm, sendo uma metodologia
adequada para um bom rendimento de compostos aromaticos volateis, seguida de

uma extracédo por SWE com parametros em 130°C e 11 atm, seletiva para compostos
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polifendlicos. A primeira etapa durou 90 minutos, enquanto a segunda levou 15
minutos. O trabalho de Salami, A e colaboradores?® também fez uso da combinacéo
das técnicas, esse aplicado as cascas de abdbora, comecando com SWE dinamico,
120° C, 49 atm e 3 horas, extraindo compostos polifenélicos. A segunda etapa foi
realizada com SC CO:2 , também din&dmico, em condi¢des de 60° C, 247 atm, 20% de
etanol, por 3 horas, resultando em bom rendimento de carotendides e compostos

fendlicos volateis.

A combinacédo das técnicas pode ser a chave para contornar as limitacdes das
condicBes necessarias para suas aplicacdes. Vale ressaltar que todas os trabalhos
apresentados na tabela 01, tiveram um preparo de extrato a partir da matriz, como a
moagem e peneiracdo das particulas, etapa bastante comum em processos de
extracdo, mas que podem ser uma futura area de estudo, de modo a criar
metodologias que permitam a extracdo das moléculas de interesse, a partir da matriz,
diretamente, economizando energia, solvente e tempo com o0 preparo dessas
amostras, fazendo com que a operacdo de Biorrefinarias sejam bastante

beneficiadas.

Além dos desafios das SFE ja descritos e desenvolvidos, outro bastante
relevante € a dificuldade de escalar as metodologias para patamares industriais,
sendo que atualmente a maior parte dos trabalhos estao sendo realizados em escala
piloto ou em laboratério, designacbes que permitem a venda de padrdes de
substancias ou de extracdo em escalas menores de farmacos, mas que ainda nao
conseguem exercer influéncia suficiente para as grandes indastrias, tendo em vista o
alto custo de fabricacdo de plantas que permitam esse trabalho, além da necessidade
da continuidade dos estudos para validagdo de técnicas baseadas em fluidos
supercriticos. Apesar disso, existem algumas empresas ja atuantes em escala
industrial, com atividades mais especificas como a extracao de cafeina e producao de
bebidas descafeinadas, como € o caso da Maxwell House Coffee, divisdo da General
Foods, grande produtora de café e cha descafeinados, que fazem uso de uma planta
industrial que processa em torno de 80 mil toneladas de café por ano. A figura 7 exibe
uma representacao basica para o uso de SFE, geralmente aplicada em escala piloto

para qualquer um dos fluidos supercriticos discutidos.
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FIGURA 7 - Representacdo esquematica da estrutura de equipamentos de
SFE.
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Fonte: (Chemat. F. et al )*® A review of sustainable and intensified techniques for extraction

of food and natural products.

3.4 DEMONSTRACAO DO POTENCIAL DA VALORIZACAO DA BIOMASSA
RESULTANTE DA EXTRACAO DOS OLEOS NOBRES DE CAFE VERDE.

Tendo demonstrado o valor teérico intrinseco das biorrefinarias, assim como o
potencial de colaboracdo com as politicas de reducéo do desperdicio e da valorizagéao
dos recursos naturais, o presente trabalho se direciona para a demonstracao da
extracdo verde de metabdlitos secundarios de matrizes agroindustriais. Para isso,
utilizou-se amostras comerciais da biomassa resultante da extragédo de 6leos do café
verde (Coffea Arabica), isto €, um material ja processado de onde ja foram removidos
0s Oleos essenciais da matriz. O experimento visa demonstrar a viabilidade da
extracdo dos compostos fendlicos majoritarios ainda presentes nesse material. De
acordo com o trabalho de Hu. G. L. et al % essa matriz apresenta como composicdo
majoritaria em termos componentes bioativos, substancias como o0s acidos

clorogénicos, trigonelina ,cafeina, alcaloides do triptofano e diterpenos. Para fins de



30

facilitacdo do estudo, o experimento se concentra na identificacdo e quantificacédo
relativa das trés primeiras substancias, cujas férmulas estruturais podem ser vistas na

figura 08.

FIGURA 08: Estrutura das moléculas dos constituintes ativos cafeina, trigonelina e
acido clorogénico (acido 3-cafeoilquinico).
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Fonte: Autoria Prépria.

Os acidos clorogénicos além de serem os principais compostos fendlicos no
café, com niveis de até 14% em massa seca segundo Farah. A, e Donangelo. M.C,38
possuem conhecida atividade antioxidante, hepatoprotetora, hipoglicémica e
antimicrobiana, sendo uma classe de substancias bastante estudada e utilizada pelos
setores de suplementacdo, farmacéutico e dermatolégico. Quimicamente trata-se de
uma molécula que possui um éster conjugado ao anel aromatico com hidroxilas
fendlicas e o agrupamento de &cido quinico. Vale ressaltar que o acido clorogénico
em questdo € o acido 3-cafeoilquinico. A cafeina por sua vez € popularmente
conhecida como estimulante, jA que possui atividade psicotropica, estimulando o
sistema nervoso central. E utilizada em produtos de suplementacdo alimentar e
farmacologia. Representa cerca de 1,5% em massa seca. Ja a trigonelina por sua vez,
tem conhecidas atividades hipoglicémica, hipolipidémica, sedativa e neuroprotetora.
(J. Zhou. et al.)® E um alcaldide bastante estudado por apresentar tais atividades,

também compondo cerca de 1,5% em massa seca dos extratos de café verde.
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3.4.1 CAFE VERDE: Coffea arabica

O Coffea arabica € a espécie de cafeeiro mais cultivada no Brasil e no mundo.
De acordo com o levantamento realizado por Aguiar, Adriano Tosoni da Eira et al,33
cerca de 70% de toda a producdao brasileira de café e de propor¢cdes correspondentes
por todo o mundo, advém dessa cultivar. Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), essa quantia representa 32,41 milhdes de sacas de 60 kgs
produzidos anualmente, contribuindo para um aumento de 5,6% da producéo de café
brasileiro no ano de 2022, tendo sido esses numeros publicados no terceiro
levantamento nacional da producdo de café em setembro de 2022.
(Emprapa.Br/Noticias).3* A espécie é originaria do Sudeste da Etiopia, e foi
introduzida no Brasil por volta de 1727 pelo Império Portugués. Prefere temperaturas
tropicais ndo muito superiores a 24° C e 150 metros cubicos de chuvas por ano,
desenvolvendo-se facilmente em elevagBes de 600 a 1800 metros acima do nivel do
mar. (AICC)%*

3.4.2 Preparo da Amostra e Desenvolvimento do Experimento de quantificacao.

A amostra da biomassa residual de café verde foi fornecida pela GreenTech
Natcrom3’ em parceria com o Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais NuUBBE ® do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.

A matriz j& moida, seca e devidamente armazenada em camara fria a -20°C,
foi tamisada em particulas maiores que 350 um utilizando um tamisador da ja referida

dimensao. O material vegetal pode ser visto na figura 09.
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Figura 09: Biomassa residual da extracdo do 6leo de Café Verde.
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Fonte: Autoria Prépria.

Para o preparo do extrato, utilizou-se uma extracdo exaustiva da matriz,
adotando o processo desenvolvido pela Natcrom?®’, podendo ser consultado no
esquema 03. O processo foi realizado em triplicata, com amostras de 100,6, 100,8 e
100,3 mg colocadas em tubos do tipo eppendorf de 2 mL, sendo adicionado 1,5 mL
do diluente agua/etanol, 8:2, levado para o bloco de agitacdo e aquecimento com 15
minutos, a 50°C e 500 rpm. Ao final dessa etapa, os tubos foram centrifugados por 3
minutos, a 100 rpm, permitindo a facil transferéncia do extrato sobrenadante para
frascos de secagem tipo penicilina, ver figura 10. O mencionado processo é realizado
3 vezes no total, garantindo uma extracdo quantitativa dos analitos da figura 08. Ao
final do processo o volume de extrato de cada amostra é de 4,5 mL, quantia que é
transferida para um baldo volumétrico de 5 mL e completado até o menisco. Apds
término de todas as etapas de extracdo, 100uL de cada extrato € coletado e
transferido para um vial de 1,5 mL, adicionando-se mais 900 uL do mesmo diluente,
estando apés essa etapa prontos para a analise no HPLC Dionex. O restante 4,90 mL
€ levado para o secador de amostras, esse equipamento utiliza jatos de nitrogénio
para agilizar o processo de evaporacao do solvente, secando o material e permitindo
a obtencdo da massa dos extraiveis sem riscos de oxidagdo pela presenca do ar

atmosférico.
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ESQUEMA 03: Fluxograma da Extracdo Exaustiva adotada.

Extragao 100 mg em 1,5mL de
Exaustiva mistura Agua/Etanol 8:2 wiv
15 minutos a 500 rpm a
Il 50°C e Centrifuga 2 minutos
Y
Extrato 1 Torta 100 mg em 1,5mL de
mistura Agua/Eranal 8:2 viv
15 minutos a 500 pm a
Y Y 50°C e Centrifuga 3 minutos
Extrato 2 Torta 100 mg em 1,5mL de
mistura Agua/Etanol 8:2 wiv
—J—l—‘ 15 minutos a 500 rpm a
Y 50°C e Centrifuga 3 minutos
Extrato 3 Torta
100 ul + 900 uL v Y
mistura —
Extrato Secador em
" Final 5mL - _
Andlise | _]_’ Extrato Nitrogénio atm
[I;:E#gx Seco em
4,90 mL
1mlL

Fonte: Fluxograma adaptado do Processo desenvolvido pela Natcrom.®".

FIGURA 10: Imagem do extrato da matriz sendo realizado.

Fonte: Autoria Propria.

Tendo a extracao sido realizada, iniciou-se a avaliacao da reprodutibilidade do

detector de arranjo de diodos (modelo DAD 3000) em conjunto com a coluna
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cromatografica LUNA 5um, C18, 150 X 4,5 mm, figura 11, com o objetivo de verificar

a confiabilidade dos dados que a serem obtidos.

FIGURA 11: Coluna Cromatografica - LUNA 5um, C18

Fonte: Autoria Prépria.

De acordo com os estudos e monitoramento da linha de base, autodiagnostico
do sistema e cromatogramas da figura 13, verifica-se que o padrdo de cafeina em
todos os 5 testes apresentou 0 mesmo tempo de retencdo, em 10,05 minutos para as
condig¢des utilizadas, demonstrando reprodutibilidade da instrumentacéo.

Prosseguiu-se com a constru¢cdo de uma curva analitica para o calculo de
rendimento percentual da extracdo de cafeina, trigonelina e acido clorogénico. Vale
ressaltar que estdo presentes muitas substancias derivadas do acido clorogénico na
matriz estudada. Apesar disso, serdo apenas quantificados percentualmente o acido
clorogénico ja mencionado por ser o majoritario, com a intencdo de simplificar o estudo

e processo envolvido.

Dessa maneira, foram construidas trés curvas a partir dos padrées das
substéancias selecionadas, preparando-se misturas em seis diferentes solu¢cdes em
ordem crescente de concentracfes, sendo que para cada concentracdo, ha trés
réplicas, garantindo trés pontos para cada nivel da curva analitica. O método
cromatografico utilizado pode ser visualizado na tabela 03. Além disso, os dados
obtidos pela anéalise no HPLC/UPLC Ultimate 3000 — Dionex podem ser verificados na
tabela 02.



TABELA 02: Dados obtidos para a construgéo das curvas analiticas.

Triplicatas Area Obtida (mAu*Min) - Dionex
Concentragao (mg/mL) Cafeina Trigonelina__| Acido Clorogénico
0,01 29363 0,9188 0.8586
0,01 3.0159 1,0125 0.8396
0,01 28626 0,9525 1,0632
0,025 7,1067 2,4478 2,4916
0,025 7,5658 2,5207 2,5563
0,025 71863 2,4970 2,7021
0,05 15,145 5,2756 5,4680
0,05 14,8009 4,9811 5,2835
0,05 15,2575 4,9862 5,3948
0,1 29,2094 10,2743 10,4878
0,1 29,8065 10,4355 10,7724
0.1 272673 10,4120 10,6495
0,125 35,9081 12,8372 13,1417
0,125 36,6645 12,6732 13,0208
0,125 36,838 12,9433 12,8990
0,25 73,1718 25,3519 25,5098
0,25 71,4677 24,8613 25,7244
0,25 75,0385 25,8497 26,8209
Intercepto 0.002831401126| 0.003489654411 0.07319
Slope 2.923.341.589 1.02E+02 29.416.093

Fonte: Autoria Propria.
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FIGURA 13: Teste de Reprodutibilidade da Coluna Luna C18.
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Fonte: Autoria Prépria.



TABELA 03: Condi¢bes Cromatograficas utilizadas.

B |

Lo

i
an = an
Retention | Floer

min |milfrmin]

1 1.000

2 0.007 1,000

3 15.000 1.000

4 17.000 1,000

3 20,007 1.000

& 22.000 1,000

T 20000 1,001

Fonte: Autoria Prépria.
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O método opera com uma vazao de 1 mL por minuto, sendo o solvente A a

Agua 0,1% de &cido formico e a fase B temos acetonitrila 0,1% &cido férmico. O forno

da coluna foi utilizado a 25° C.

Com base nos dados obtidos e dispostos na tabela 02, foi possivel construir as

trés curvas analiticas de interesse para a interpolacéo dos dados e quantificacdo das

substéancias. Os gréaficos 01, 02 e 03 séo derivados dos dados da cafeina, trigonelina

e acido clorogénico respectivamente. Vale ressaltar que os valores de Intercepto e

Slope obtidos estao dispostos na tabela 02.



GRAFICO 01: Curva Analitica da Cafeina.
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Fonte: Autoria Propria.

GRAFICO 02: Curva Analitica da Trigonelina.

15
Curva Analitica - Trigonelina

R#=0,9998

10

Area (mAu*min)

0
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000 0,12000 0,14000
Concentragao {mg/mL)

Fonte: Autoria Propria.
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GRAFICO 03: Curva Analitica do Acido Clorogénico.

15 Curva Analitica - Acido Clorogénico
R? = 00,9997
10
=
*E
=3
=1
E
[+
o
a1
5
0
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000 0, 12000 0,14000

Concentragéo (mgfmL)

Fonte: Autoria Prépria.

Tendo obtido os valores de coeficientes das retas, seguiu-se com a
interpolacdo dos dados e determinacdo do percentual dos analitos selecionados em
cada uma das réplicas dos extratos. Os resultados podem ser vistos nas tabelas 04,
05 e 06, cafeina, trigonelina e &cido clorogénico respectivamente. O cromatograma
das misturas de padréo injetadas no HPLC, Dionex pode ser conferido na figura 14,

sendo a figura 15 os espectros UV das respectivas substancias.



FIGURA 14: Cromatograma — Trigonelina / Cafeina/ Acido Clorogénico.
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FIGURA 15: Espectro UV — Trigonelina/ Cafeina/ Acido Clorogénico.
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TABELA 04: Quantificacao da Cafeina.

41

Coffe Arahica| Massa droga vegetal (mg) | Volume de amostra (mL) | Yolume injetado {uL) | Fator de diluicao da amostra |Intercepto| Slope
Replica 1 100,06 50000 10,0000 10,0000 0,0028314 | 292 33416
Replica 2 100,08 5,0000 10,0000 10,0000 0,0028314 | 29233416
Replica 3 100,03 5,0000 10,0000 10,0000 00028314 | 292 33416

Concentracao do .
. : . . % analito na
Coffe Arabica extrato ¥ (firea) X (mg/mL) Massa do analito (mg) | Cafeinamyiy extrato
droga vegetal
{mg/mL)
Replica 1 £, 4000 89,0220 10,0309 1,5426 48,2067 15417
Replica 2 B, 4300 B, 9088 0, 0304 1,522 47,0034 1507
Replica 3 b, 4600 8,670 0,025 14602 45,6847 14797
Média 6,453 8,8519 0,0303 13152 46,9649 1,514
Desvio Padrio 0,05 019 0,001 0,03 1,%6 0,03
Fonte: Autoria Prépria.
TABELA 05: Quantificacao da Trigonelina.

Coffe Arabica | Massa droga vegetal (mg) [ Volume de amostra (mL) | Volume injetado (uL] | Fator de diluigdo da amostra |Intercepto| Slope
Replica 1 100,08 50000 10,0000 10,0000 0,0034897 | 12E+12
Replica 2 100,08 50000 10,0000 10,0000 0,0034a97 | 1,02E+02
Replica 3 100,03 50000 10,0000 10,0000 0,0034897 | 102E+02

LT A - Trigonelina mu/g % analito na

Coffe Arabica extratn Y (Area) X (migml) Massa do analito (i) S droga vegetal

{mg/mL})
Replica 1 £,4000 32716 0,032 1,6047 40,1468 1,6037
Replica 2 £, 4800 32955 00323 1,6166 49,8960 16153
Replica 3 £, 4300 32024 0,0314 1,5707 48,4790 15702
Média 6,4533 3, 2566 0,0319 1,9973 49,5072 1,5964
Desvio Padriio 0,05 0,05 0, 000 0,0 0,90 0,02
Fonte: Autoria Proépria.
TABELA 06: Quantificacdo do Acido Clorogénico.

Coffe Arahica | Massa droga vegetal (mg) | Volume de amostra (mL) | Volume injetado {uL) | Fator de diluicdo da amostra |Intercepto| Slope
Replica 1 100,08 5,0000 10,0000 10,0000 007319 | 294 16093
Replica 2 100,08 5,0000 10,0000 10,0000 007319 | 294 16093
Replica 3 100,03 5,0000 10,0000 10,0000 007319 | 294 16093

Concentragao do - .
. « o . Ac Clorogénico mgiy % analito na
Coffe Arabica extrato ¥ (Area) X (ma‘mlL) Massa do analito {mu) e droga vegetal
{my/ml.)
Replica 1 f,4000 34478 01170 5,479 182, 7481 5,0444
Replica 2 B, 4800 35,201 0,154 5, 4700 124, 7850 5, 0661
Replica 3 £, 4800 35,384 0,1200 £, 0020 185, 2466 f,0002
Média 6,4533 35,021 0,1188 59403 184,0036 5,9369
Desvio Padréo 0,05 0,48 0,002 0,08 1,26 0,08
Fonte: Autoria Prépria.
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Dessa maneira, obteve-se teores de 1,51 % de cafeina, 1,60% de trigonelina e
5,94% de acido clorogénico. Tais valores estdo de acordo com as literaturas ja
mencionadas G.L. Hu. Et al.3® e Farah. A, Donangelo. M.C.38

O experimento demonstrou a presenca desses ativos de interesse na biomassa
residual do café verde pos extracdo dos Oleos sendo, portanto, um indicativo de
oportunidade da ampliacdo da cadeia produtiva dessa matriz. Além disso, o método
de extragdo utilizou solventes classificados como recomendado em termos de
toxicidade, demonstrando também a viabilidade da quimica verde no desenvolvimento

de processos mais sustentaveis. A Figura 16 é o cromatograma referente aos extratos
analisados.

FIGURA 16: Cromatograma do Extrato da Biomassa Residual do Café Verde.
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Fonte: Autoria Propria

Vale ressaltar que as substancias marcadas como D1, D2 e D3 séao outros
acidos clorogénicos de acordo com seus padroes de espectro UV caracteristicos
como na figura 16. Apesar disso, o estudo ndo buscou identificd-los. Sabe-se da
presenca de ao menos 4 tipos de &cidos clorogénicos, segundo Farah. A, Donangelo.
M.C.38 Ja a substancia definida como X néo foi identificada por ndo ser o foco do
experimento.
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3.4.3 - DEMONSTRACAO DO FRACIONAMENTO DA MATRIZ UTILIZANDO
ETANOL E AGUA

Tendo realizado a identificacdo das substancias escolhidas e avaliado o teor
presente no residuo, iniciou-se em parceria com a Natcrom®’o fracionamento do

material utilizando etanol e agua.

O experimento teve inicio com a extracdo utilizando misturas de etanol agua
em 50 gramas da biomassa residual do café verde. O processo utilizado é
demonstrativo de um método verde por nao fazer uso de solventes agressivos a saude
humana ou ambiental. Apds a obtencéo do extrato vegetal sobrenadante, foi a vez de
iniciar o fracionamento, fazendo o uso de um MPLC Reveleris da Buchi e uma coluna
cromatografica genérica empacotada com resina comercial, 0 processo pode ser

visualizado no esquema 04.

ESQUEMA 04: Fluxograma

[ Cafe Verde

,

Biomassa
Residual da
Extracéo do
l oleo de café
1 verde
FPreparo de
Extrato com
Etanol:Agua a
partir de 50g
do material
FRACIONAMENTO Rotaevaporador
Conjunto MPLC Reveleris - Liofelizador
Buchi Calcular Extraiveis
Etanol e Agua

Fonte: Autoria Propria.
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O processo consiste no fracionamento do material, remocdo do etanol por

rotaevaporacédo, congelamento da fracdo aquosa resultante e posterior liofilizacao.

Os dados obtidos ap6s a secagem do material e célculo do rendimento bruto

das fracdes estao dispostos na tabela 07.

TABELA 07: Rendimento Bruto do Fracionamento.

Demonstracao - Cafe Verde

m mZ |Massa Final (g) Majaritario
Fragao 1 55008 | B 7435 1,2355 Apucares
Fragcao 2 10,1268 | 15,8914 R alatils] Trigonelina
Fragao 3 10,4259 | 10,9403 05144 Arido clorogénico
Fracaod 10,8108 | 10,7682 02574 Acido clorogénico
Fragao & 10,3313 | 14,6573 4 326 Acido clorogénico + Cafeina
TOTAL - - 12,1974
Fend % - - 24 3958

Fonte: Autoria Prépria em parceria com a Natcrom.3’

O rendimento bruto obtido foi de 24,4%. Vale ressaltar a possibilidade da
presenca de algum teor de agua no material. A determinacdo dos compostos
majoritarios para cada fracdo foi determinada utilizando o mesmo método do

experimento anterior, sendo utilizado para isso o HPLC Dionex novamente.

4 - CONCLUSAO

Espera-se que o presente trabalho tenha demonstrado as grandes vantagens
das SFE, assim como seus maiores desafios, e que com isso, tenha proporcionado
ao leitor a compreensdo das necessidades do Brasil atuar na pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias e processos sustentaveis, garantindo
conhecimentos estratégicos para economia vindoura baseada na valorizacdo dos
recursos naturais. A utilizacdo dos fluidos supercriticos para a extracdo de
substancias ativas advindas de residuos agroindustriais ainda se encontra em sua

maioria em escala piloto, mas ja demonstram um grande diferencial na preservacao
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das atividades antioxidantes aprimoradas de compostos polifendlicos e flavonoides,
mostrando-se competitivas quando considerado a necessidade da remodelagem da

quimica tradicional, para uma quimica verde inovadora.

O Brasil possui um enorme potencial para atuar no ramo das biorrefinarias por
possuir uma vasta disponibilidade de biomassa residual advindas do competitivo
agronegadcio nacional. Os resultados da analise da biomassa resultante da extracédo
de 6leo de café verde demonstraram oportunidade para valorizagdo desse recurso,
possuindo um teor médio de 6% de acido clorogénico e 1,5% de cafeina e trigonelina,
compostos com conhecidas atividades biologicas. Essa biomassa € apenas um
exemplo de inimeras matrizes amplamente disponiveis que séo hoje em grande parte
descartadas, mas que possuem quantidades significativas de substancias ativas,
oportunidade para o desenvolvimento de uma quimica de produtos naturais ainda
mais forte, conectada com as necessidades climaticas e de escassez mundial, e
contribuindo para a criagdo de um novo modelo de industrializagéo do pais, baseado
em tecnologia, formacéo de pessoal qualificado e a busca da sustentabilidade.
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