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Resumo

TODA, T. A. Minimizagcdo de Residuos do Processamento do Café
Soltvel através do Reaproveitamento da Borra para Extracdo de Oleo
utilizando Solvente Renovavel. 2016. 111 p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2016.

O principal residuo da industria de café soluvel é a borra de café, gerada apo6s
a extracdo de sdlidos solluveis com agua, sendo usualmente queimada em caldeiras
para geracao de energia para a propria industria. Entretanto, este co-produto pode
conter de 15 a 20 % de Oleo, componente de grande interesse na industria
alimenticia. Em paralelo, na industria de producdo de 6leos vegetais o0 solvente
frequentemente utilizado é o hexano. Contudo, por este ser um derivado de
combustiveis fdsseis, alternativas para sua substituicdo por solventes mais
amigaveis ao meio ambiente, que podem ser obtidos por via biotecnoldgica, estédo
sendo estudadas. Deste modo, o0 objetivo principal desta dissertacdo de mestrado foi
a viabilizacao técnica do emprego de solventes alcodlicos no processo de extracado
de 6leo de borra de café proveniente da industria de processamento de café solavel.
Foram realizadas extracdes sélido-liquido em um estagio para estudar a influéncia
das variaveis de processo temperatura (60 a 90 °C), tipo de solvente (etanol, ET ou
isopropanol, IPA) e a hidratacdo do solvente (absoluto ou azeotrépico) nas
caracteristicas das fases extrato e rafinado, em termos de rendimento de extracéo
de 6leo, de acidos clorogénicos (ACG), de carboidratos totais, teor de proteinas e
indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) da fase rafinado. Pré-tratamento
enzimatico ao processo de extracdo também foi realizado para investigar a sua
atuacao sobre o rendimento de extracdo de Oleo e ACG, além do ISN das fases
rafinado obtidas na temperatura de 70 °C. De forma geral, pode-se inferir que a
temperatura favorece a extracdo de compostos lipidicos, mas a hidratacdo do
solvente prejudica a extragdo destes compostos pelo aumento da polaridade do
solvente. Do mesmo modo, como o ET é mais polar que o IPA, o primeiro solvente
proporcionou a obtencdo de menores rendimentos de extracdo de Oleo. A
temperatura de processo também influenciou a extragdo de ACG, a qual foi
beneficiada a temperaturas mais baixas pelo aumento da polaridade dos solventes



utilizados. De tal forma, que a 60 °C, nos experimentos utilizando etanol azeotrdpico
obteve-se 0os menores rendimentos de extracdo de 6leo, porém maior rendimento de
extracdo de ACG. O pré-tratamento enzimatico apresentou diferencas significativas
nas caracteristicas das fases extrato e rafinado. No entanto, somente o0s
experimentos com etanol absoluto resultaram em rendimentos de extragdo de 6leo
economicamente viaveis. De fato, sera relevante um estudo mais aprofundado das
variaveis de pré-tratamento enzimatico para obter resultados mais expressivos em
relacdo a extracdo de compostos lipidicos. Diante dos dados experimentais obtidos,
conclui-se que é tecnicamente viavel o emprego de solventes alcodélicos no processo
de extracdo de Oleo de borra de café. Entretanto, nota-se que as condi¢bes de
processo devem ser avaliadas minuciosamente com o objetivo de se obter altos

rendimentos de extracdo de 6leo com maior teor de ACG.

Palavras Chave: Extracdo com solvente; Borra de café; Etanol; Isopropanol; Acidos

Clorogénicos; Pré-tratamento enzimatico.



Abstract

TODA, T. A. Minimization of residues of soluble coffee processing by reuse of spent
coffee grounds in oil extraction with a renewable solvent. 2016. 111 p. Master's
degree dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2016.

Spent coffee grounds are the main residues of the soluble coffee industry, which are
generated after the extraction of soluble solids with water. They are generally burned
in boilers to generate energy for the coffee industry. However, this residue may
contain 15 to 20 % oil, a component of interest to the food industry. Hexane is the
most common solvent used in the vegetable oil industry; however, as it is a fossil fuel
byproduct, biotechnology alternatives that replace it by more environmental-friendly
solvents are being studied. Therefore, the main objective of this study was to
determine technical viability of alcoholic solvents in oil extraction of spent coffee
grounds. Solid-liquid extractions were carried out in one stage in order to analyzed
the influence of the variables of the process (temperature, 60 to 90 °C; type of
solvent, ethanol, ET or isopropanol, IPA; and solvent hydration level, absolute or
azeotropic degree) in the characteristics of extract and raffinate phases, in terms of
yield of oil extraction, chlorogenic acids (CGA), total carbohydrates, protein content,
and nitrogen solubility index (NSI) of the raffinate phase. Enzymatic pre-treatment in
the extraction process was also carried out to assess its effect on the oil and CGA
yields, as well as NSI in the raffinate phase obtained at 70 °C. In general, it could be
inferred that temperature favored lipid extraction, but solvent hydration level
negatively affected extraction due to the increased polarity of the solvent. Similarly,
as ET is more polar than IPA, the former solvent enabled lower yield of oil. The
temperature of the process also influenced CGA extraction, which was favored by
lower temperatures and increased solvent polarity. Therefore, at 60 °C, in the trials
using azeotropic ethanol, oil extraction yield was lower, and CGA vyield was greater.
Enzymatic pre-treatment showed significant differences in the characteristics of the
extract and raffinate phases. However, only the trials with absolute ethanol led to
economically viable oil yields. In fact, further studies on pre-treatment variables of the

enzymatic treatment should be carried out for more relevant results in relation to lipid



compound extraction. Given the experimental data obtained here, it was concluded
that the use of alcoholic solvents in oil extraction of spent coffee grounds is
technically viable. However, the conditions of the process should be carefully

analyzed for high yields of oil with greater levels of CGA to be obtained.

Keywords: Solvent extraction; Spent coffee grounds; Ethanol; Isopropanol;

Chlorogenic acids; Enzymatic pre-treatment.
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1 INTRODUCAO

O café é um dos produtos primarios mais valiosos no comeércio global, sendo
gue no ano de 2014 o consumo atingiu a marca de quase nove milhdes de toneladas
de café verde (ICO, 2016). Segundo a Associacdo Brasileira da Industria do Café,
ABIC, no ano de 2014, o consumo de café em graos no Brasil foi de 20 milhdes de
sacas, sendo que este material vegetal é usualmente comercializado na forma de
graos, em p6 ou como café soltvel (ABIC, 2016).

Nos ultimos 50 anos, a producdo e o consumo de café tém aumentado
significativamente. Em 2013, mais de 70 paises produziam café, sendo o Brasil
considerado o principal produtor (FAO, 2016).

No processo de beneficiamento os grdos verdes sdo torrados a 200 °C e
moidos para obtencdo do café em pd, o qual pode ser comercializado como café
regular ou enviado para a producdo de café solivel. Para a producdo de café
soltvel, o café moido passa por um processo de extracdo solido-liquido utilizando-se
agua como solvente. O extrato de café obtido é concentrado, seco (alcancando
aproximadamente 3 % de umidade) e aglomerado para a producdo de um produto
granulado (RAMALAKSHMI e RAGHAVAN, 2003). Este processamento esta

representado esquematicamente na Figura 1.1.
Figura 1.1 Fluxograma de producéo de café soltvel granulado.

Gréo verde de café . Torrefacéo

v

Moagem

v

Agua —» Extracéo —> Borra de café

v

Concentracao

v

Secagem

v

Aglomeragéo —

—» Café empo

Café solavel

aranulado

Fonte: Prépria autoria.
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No Brasil, cerca de 1 milhdo de sacas de graos de café foram utilizadas para
a producdo de café soluvel em 2014 (ABIC, 2016). A extracao dos solidos soluveis
utilizando-se agua como solvente a partir do café moido produz uma quantidade
consideravel de solidos insolaveis a qual € comumente nomeada de borra de café,
caracterizando-se como um residuo industrial e, também, doméstico.

De fato, considerando-se que o processamento de uma tonelada de café
verde leva a geracdo de aproximadamente 650 kg de borra de café (CLAUDE, 1979
apud VEGRO & CARVALHO, 2016), pode-se realizar uma projecdo quanto a
geracao de borra de café no Brasil. Como reportado anteriormente, no ano de 2014
o consumo de grdos de café para a producdo de café solavel foi de
aproximadamente 1 milhdo de sacas de 60 kg, o que levou a uma geracéo
aproximada de 43 mil toneladas de borra de café imida, naquele ano.

Tokimoto et al. (2005) apresentaram que, mundialmente, sédo produzidos 6
milhdes de toneladas de borra de café por ano sendo que, geralmente, a borra de
café é gueimada em caldeiras para a producdo de energia a qual é utilizada na
prépria industria. Ou ainda este material pode ser direcionado para diferentes locais
especializados como a compostagem, jardinagem, producdo de bioenergia ou a
producdo de cogumelos (CAMPOS-VEGA et al., 2015).

No entanto, diversas pesquisas tém mostrado que este residuo possui
caracteristicas que podem torna-lo interessante do ponto de vista econdmico e
tecnoldgico.

Pesquisas recentes reportam o desenvolvimento de métodos para a obtencao
de etanol (CHOI et al., 2012), ésteres etilicos (KONDAMUDI et al., 2008; SANTOS,
2010), manitol (JOOSTE et al., 2013), compostos antioxidantes (ACEVEDO et al.,
2013; ANDRADE et al., 2012; BRAVO et al., 2013; CRUZ et al., 2012; MUSSATTO
et al., 2011a; PANUSA et al., 2013; RANIC et al., 2014; ZUORRO e LAVECCHIA,
2012), biodiesel (CAETANO et al., 2014; JENKINS et al., 2014; KWON et al., 2013;
ROCHA et al., 2014), diterpenos (BARBOSA et al., 2014), acucares (MUSSATTO et
al., 2011b) e poliésteres biodegradaveis (CRUZ et al., 2014; OBRUCA et al., 2014) a
partir da borra de café.

Componentes bastante valorizados na industria alimenticia como o 0leo e a

proteina séo significativamente encontrados na borra de café. O teor de lipideos esta
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entre 9 e 18 % em base seca (COUTO et al., 2009; CRUZ et al., 2012; OBRUCA et
al., 2014) e o teor de proteinas entre 10 a 17 % em base seca (ACEVEDO et al.,
2013; BALLESTEROS et al., 2014; CRUZ et al., 2012). Alguns trabalhos obtiveram
teores de dleo acima de 20 % em base seca utilizando éter de petréleo como
solvente (ACEVEDO et al., 2013; LAGO et al., 2001).

De fato, pode-se inferir que o Oleo contido na borra de café, se extraido
através de metodologia adequada, pode se tornar uma matéria-prima para a
industria de alimentos e, desta forma, a borra de café poderia ndo mais ser
considerada como um simples residuo do processamento do grao.

Os métodos mais utilizados de extragdo de Oleo sdo por prensagem ou
utilizando solventes. A escolha por um ou outro método, ou ainda pela combinacéo
destes depende do teor de compostos lipidicos no material oleaginoso. No caso de
matérias-primas com teores de lipideos abaixo de 20 %, como a borra de café, é
recomendado o processo de extracdo utilizando solventes (WAKELYN e WAN,
2005).

Na industria de Oleos vegetais 0 hexano é o solvente usualmente utilizado.
Entretanto, este composto € considerado uma neurotoxina a altas concentracoes,
além de ser um derivado de petrdleo e altamente inflamavel (HAMMOND et al.,
2005). Pesquisadores tém estudado solventes e métodos alternativos para diminuir
ou evitar o uso deste solvente no processo de extracdo (HAMMOND et al., 2005; HU
et al., 1996; JOHNSON e LUSAS, 1983; TIR et al., 2012).

Os alcoois de cadeia curta como o etanol (alcool etilico) e o isopropanol
(@lcool isopropilico) apresentam vantagens consideraveis com relacdo ao hexano
pela sua possivel produgdo por via biotecnolégica, por apresentarem menor grau de
inflamabilidade, por ndo gerarem residuos toxicos e por serem considerados mais
seguros para a saude humana (JOHNSON e LUSAS, 1983; REGITANO-D'ARCE,
1985; RODRIGUES, 2011; SCHARLACK, 2015).

Com base nas informacdes listadas, a presente dissertacdo de mestrado
objetivou ndo somente a viabilizagdo técnica do emprego de solventes alternativos
na industria de 6leos vegetais, mas também a minimizacao de residuos provenientes
da indastria de processamento de café soluvel.

Deste modo, avaliou-se a influéncia das variaveis de processo, temperatura e

tipo de solvente no rendimento de extracdo de compostos lipidicos e compostos
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minoritarios presentes na borra de café proveniente de processo industrial de
producdo de café solluvel, empregando solventes alcodlicos, etanol e isopropanol,
nos graus absoluto e azeotropico. Em adicdo, nesta dissertacdo de mestrado foi
também realizado estudo preliminar de pré-tratamento enzimatico da borra de café

com o objetivo de potencializar o rendimento de extracdo de compostos lipidicos.
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2 OBJETIVOS

A presente dissertacdo de mestrado tem como objetivo principal avaliar a
viabilidade técnica do emprego de solventes alcodlicos no processo de extracdo de
O0leo de borra de café, bem como a avaliacdo da influéncia das variaveis de
processo, teor de agua no solvente alcodlico e temperatura, nas caracteristicas do
Oleo (composicdo em &cidos graxos e teor de &cidos clorogénicos totais) e na
qualidade da fracéo proteica do material desengordurado obtido pela extracéo.

Em adicdo, este trabalho também objetivou avaliar o efeito do tratamento
enzimatico prévio ao processo de extracdo utilizando os solventes alcodlicos nas
caracteristicas das fases extrato e rafinado obtidas.

Desta maneira, para atingir os objetivos propostos, foram realizadas as

seguintes atividades:

» Experimentos de extracdo sélido-liquido em um estagio utilizando
como solventes os alcoois de cadeia curta, etanol com 0 e 6 % de agua
e isopropanol com 0 e 12 % de &gua, e caracterizagdo das fases
extrato e rafinado, a fim de se avaliar a influéncia da hidratacdo e tipo
de solvente e da temperatura de processo (60, 70, 80 e 90 °C) sobre o
rendimento de extracéo;

> Experimentos de extracdo sélido-liquido em um estagio com pré-
tratamento enzimético para investigar a influéncia do tratamento
enzimatico na qualidade e rendimento do 6leo, teor de &cidos
clorogénicos totais no 6leo, rendimento de extracdo de carboidratos e

solubilidade proteica da fase rafinado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Perspectivas para utilizacédo de borra de café

Pesquisas recentes reportam o desenvolvimento de métodos para a obtengéo
de energia a partir da borra de café (SANTOS, 2010; CHOI et al., 2012,
KONDAMUDI et al., 2008). Santos (2010) em sua dissertacdo de mestrado utilizou o
extrator do tipo Soxhlet para a extragdo do Oleo da borra de café, sendo este
utilizado para a producdo de ésteres etilicos através de transesterificacdo por via
acida (catalisador &cido sulfarico) e via alcalina (catalisador metoxido de sédio). Os
experimentos foram realizados didaticamente para um Curso Téchico em Quimica e
0 Oleo extraido foi analisado em termos de densidade, umidade e indice de acidez
para investigar a possibilidade de utilizacdo deste 6leo para producédo de biodiesel.

Choi et al. (2012) realizaram um estudo para a utilizagdo da borra de café na
producdo de etanol. Os autores realizaram um pré-tratamento da borra de café, no
qual a matéria-prima é submetida a pressées de 0,49 a 1,96 MPa por 10 min e,
entdo, € exposta rapidamente a pressao atmosférica. Apos este pré-tratamento uma
subsequente fermentacdo utilizando Saccharomyces cerevisiae foi aplicado. O
procedimento utilizado resultou em um rendimento de 87,2 % (baseado no conteudo
de acucares) e uma concentragao de etanol de 15,3 g/L.

Kondamudi et al. (2008) submeteram a borra de café a um contato, sob
refluxo, durante uma hora, com solventes organicos de baixo ponto de ebuli¢éo, tais
como n-hexano, éter e diclorometano. Apds este processo, 0s autores submeteram
0 Oleo extraido ao processo de transesterificacdo utilizando hidroxido de potassio
como catalisador da reacdo. Os autores otimizaram o processo de producdo de
ésteres metilicos de acidos graxos avaliando a quantidade de metanol, a quantidade
de catalisador e o tempo de reacao.

De acordo com Jooste et al. (2013) a borra de café € composta por
polissacarideos como a celulose e galactomananas as quais sao insolUveis na agua
durante o processo de producéo de café soluvel, permanecendo no solido residual
do processo de extracdo (borra de café; vide Figura 1.1). Os autores utilizaram um
coquetel enzimatico composto por diferentes enzimas (mananase, endoglucanase,

exoglucanase, pectinase e xilanase) para solubilizar/hidrolisar a borra e, por
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consequéncia, aumentar o rendimento de sélidos solaveis no processo de producao
do café instantdaneo. Em adigcdo, os autores citam que o material hidrolisado via
utilizacdo do coquetel de enzimas pode ser utilizado como matéria-prima na
producao de etanol e aditivos alimentares, tal como o manitol.

Fan e Soccol (2005) estudaram o potencial nutritivo de diferentes residuos do
processamento do grao de café, tais como cascas provenientes do processo de
secagem, polpa proveniente do processo de separacdo dos graos e a borra do café
proveniente do processo de producao de café soltvel. Os autores comentam que 0s
residuos foram utilizados no estudo por serem altamente nutritivos para o
crescimento de cogumelos, tal como o Shiitake. Os autores sugerem que é
necessaria a etapa de remocao de substancias toxicas presentes nos residuos, tal
como a cafeina, uma vez que esta nao favorece o crescimento dos cogumelos.

Fan e Soccol (2005) ainda determinaram a composi¢cdo da casca, polpa e
borra de café. A borra de café apresentou aproximadamente de 10 a 12 % de
proteinas, 15 a 17 % de lipideos, 13 a 18 % de celulose, 41 a 49 % de extrato ndo
nitrogenado, sendo que estes valores variam dependendo da variedade do café e
das condi¢cbes do processo de extracdo aquosa utilizado no processo de producéo
de café solavel. Deste contetdo total de lipideos, 75 % s&o triacilgliceréis, 18 %
ésteres diterpénicos, 1,4-3,4 % ésteres de esterdis, 1,5 % esterais livres, 0,1-1,2 %
diterpenos livres, vestigios de fosfatidios e 0,3-0,7 % sado tocoferdis (FAN e
SOCCOL, 2005; RINCON, 2011).

Os Oleos vegetais sdao amplamente utilizados na industria alimenticia com
diversas aplicacdes tais como emulsificantes, modificadores de viscosidade,
dispersantes, entre outras importantes fungdes. O 6leo contido na borra de café, se
extraido através de metodologia adequada, pode se tornar uma matéria-prima para
a industria de alimentos e ndo mais ser considerado como um simples residuo.

Segundo Acevedo et al. (2013), os principais acidos graxos presentes no 6leo
extraido da borra de café industrial pelo método de Soxhlet sdo acido palmitico
(32,45 %) e acido linoléico (45,04 %), sendo que, de acordo com Fonseca &
Gutierrez (1971), os teores de 6leo nas borras de café e a composicdo em acidos
graxos destes apresentaram pouca variacao entre o processo industrial de producéo

de café soluvel e o processo caseiro de producéo de café.
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Os compostos fenolicos do café possuem propriedades benéficas a saude,
ndo s6 devido a sua atividade antioxidante, mas também como agentes
hepatoprotetores, hipoglicemantes e antivirais. Além disso, estas substancias
estabelecem a qualidade do café nos aspectos relacionados ao sabor e aroma da
bebida. Os &cidos clorogénicos, um dos maiores conjuntos de compostos fendlicos,
representam de 6 a 12 % em massa do grdo de café e conferem pigmentacéo e
adstringéncia a bebida. Durante a etapa de torrefacdo dos gréos de café estes
acidos podem se degradar e formar substancias que contribuem para a amargura da
bebida, além de compostos aromaticos que sao indesejaveis para as caracteristicas
sensoriais do café (DUARTE et al.,, 2010). A Figura 3.1 apresenta a estrutura
molecular dos &acidos clorogénicos e seus compostos de degradacao
(DAWIDOWICZ e TYPEK, 2014).

Figura 3.1 Estrutura molecular dos &cidos clorogénicos e produtos de sua degradacéo: 1 -
acido quinico, 2 — Acido 5-O-Cafeoilquinico, 3 — acido cafeico, 4 — Acido 3-O-Cafeoilquinico, 5 —

Acido 4-O-Cafeoilquinico e 6 — Acido cis-5-O-Cafeoilquinico.

Fonte: DAWIDOWICZ e TYPEK (2014)

Andrade (2011) realizou a extracdo do 6leo da borra de café utilizando
diferentes solventes em extrator do tipo Soxhlet, extragdo assistida por ultrassom,
além de extracdo com dioxido de carbono supercritico. Neste trabalho, o autor

determinou também o teor de compostos fendlicos totais, expressos em
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equivalentes de &cidos clorogénicos (EAC), obtendo maior teor, 587 mg EAC/g de
extrato, no Oleo extraido da borra de café pelo método de ultrassom utilizando como
solvente o etanol. Segundo o autor, o baixo teor de acidos clorogénicos detectado
no Oleo da borra de café pode estar associado a degradacédo destes compostos
durante o processo de torrefagéo dos graos para o preparo da bebida.

Cruz et al. (2012) caracterizaram quimicamente residuos de maquinas de café
expresso para fundamentar a possibilidade da utilizacao da borra de café como uma
potencial fonte de compostos bioativos. Os autores determinaram o teor de
substancias na borra de café, tais como os &cidos clorogénicos (478,9 mg/100g) e a
cafeina (452,6 mg/100g), pela capacidade antioxidante e pela ampla utilizacdo nas
industrias de alimentos e farmacéutica, respectivamente.

Rincon (2011) estudou o fracionamento do Oleo de café verde por meio de
destilacdo molecular com o objetivo de obter fracbes com maior teor de diterpenos.
Os diterpenos cafestol e caveol sdo substancias que estimulam a producédo de
colesterol causando hipercolesterolemia no corpo. No entanto, estes compostos
também possuem propriedades de quimioprotecdo contra toxinas de acéo
carcinogénica e propriedades de protecdo contra os raios solares, sendo utilizados
na formulagéo de filtros solares.

De maneira geral pode-se inferir que a borra de café possui um teor de 6leo
considerado baixo, assim como outras matérias-primas oleaginosas, tal como a soja
gue apresenta de 15 a 20 % de lipideos. Nestes casos, estas matérias-primas
devem ser submetidas ao processo de extracdo sélido-liquido utilizando-se um
solvente adequado. Aspectos relacionados a extracdo com solventes seréo

abordados no item a seguir.

3.2 Obtencéo de 6leo de borra de café utilizando extragdo com solvente

O processo de extracdo com solvente consiste na utilizagdo de um solvente
adequado com capacidade de dissolver o 6leo contido no material oleaginoso. O
Oleo é extraido do material sélido por transporte de massa sendo as etapas de
lixiviagdo, lavagem, difusédo e dialise partes deste processo (JOHNSON e LUSAS,
1983; WAKELYN e WAN, 2005).

O solvente mais utilizado comercialmente na indlstria de extracdo de 6leos

vegetais € a hexana, a qual consiste de 50 a 80 % de n-hexano e outros isbmeros
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de parafinas de 6 carbonos (WAKELYN e WAN, 2005). Na fase vapor, o hexano se
misturado ao ar, pode ser altamente explosivo, fato que causa cautela e especial
atencdo em termos de seguranca na construcdo e operacdo de industrias de
extracdo de Oleos vegetais (KEMPER, 2005). Além disso, o custo do hexano
depende da flutuacdo de precos do mercado de combustiveis fésseis (GANDHI et
al., 2003; JOHNSON e LUSAS, 1983; RUSSIN et al., 2011).

O n-hexano é considerado como uma neurotoxina nos Estados Unidos da
América, sendo que o limite de exposi¢cdo do ser humano ao n-hexano é de 500
mg/kg (1,8 mg/m®) podendo causar depresséo do sistema nervoso central, nauseas,
dores de cabeca e irritacdo nos olhos e garganta (HAMMOND et al., 2005; OSHA,
2016). Apesar de este solvente ser altamente estavel e ter baixa perda por
evaporacao, apresenta desvantagens que vem motivando pesquisadores a estudar
alternativas para sua substituicdo (FRANCO et al., 2007, 2009; GANDHI et al., 2003;
MAGNE e SKAU, 1953; RUSSIN et al.,, 2011; SINEIRO et al., 1998; SINICHI e
DIOSADY, 2014).

Do ponto de vista ambiental, os solventes alcodlicos, tal como o etanol e o
isopropanol apresentam maiores vantagens em relagcdo ao hexano, pois ndo geram
residuos toxicos, podem ser produzidos por via biotecnoldgica, possuem menor grau
de inflamabilidade e s@o considerados menos prejudiciais para a salde humana
(RODRIGUES, 2011; SAWADA, 2012).

De modo geral, os alcodis de cadeia curta tém apresentado bom desempenho
na extracao de Oleos vegetais. Hu et al. (1996) otimizaram as condi¢des de extracédo
do Oleo de farelo de arroz utilizando como solventes o hexano e o isopropanol,
sendo que o isopropanol apresentou a maior capacidade de extracao de vitamina E,
um composto minoritario e nutracéutico do 6leo, quando comparado ao hexano.
Segundo Johnson & Lusas (1983), os alcodis sdo mais polares que o hexano e, por
isso, tendem a extrair maior quantidade de compostos néo-glicerideos. Geralmente
0s Oleos extraidos com alcool contém também maior quantidade de fosfatideos e
compostos insaponificaveis (JOHNSON e LUSAS, 1983).

O emprego do etanol na extracdo de Oleos vegetais torna-se bastante

interessante uma vez que este solvente apresenta baixo custo e grande
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disponibilidade no Brasil, além de ser um solvente menos prejudicial ao meio
ambiente que o hexano.

Rodrigues (2011) utilizou o etanol em processos de extracdo e
desacidificacdo de Oleos vegetais. A autora estudou as matérias-primas soja
laminada e farelo de arroz em pellets, analisando o indice de retencéo, extracao de
compostos minoritarios de interesse (acidos graxos livres e compostos
antioxidantes), densidade e viscosidade dos extratos obtidos e o rendimento da
extracdo. O estudo demonstrou a viabilidade técnica e econdmica da utilizacdo de
solventes biorenovaveis como o etanol na substituicdo do hexano nos processos de
extracdo de Oleos vegetais (RODRIGUES e OLIVEIRA, 2010; RODRIGUES et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2012a,b).

A extracdo de 6leo de soja utilizando etanol como solvente foi avaliada por
Sawada (2012) que estudou a influéncia da hidratacdo do solvente e temperatura
em termos de rendimento de 6leo. Além disso, a autora avaliou o impacto destas
mesmas variaveis na qualidade da fracdo proteica do farelo desengordurado
(SAWADA et al., 2014). Toda et al. (2016) realizaram o estudo cinético da extracao
de Oleo de soja utilizando etanol como solvente e monitorando o rendimento de
extracao de 6leo e de acidos graxos livres. Através dos dados experimentais pode-
se calcular os coeficientes de transferéncia de massa e o0s coeficientes de
difusividade.

Tir et al. (2012) investigaram as propriedades do 6leo extraido de sementes
de gergelim como funcdo das caracteristicas fisico-quimicas, em especial a
polaridade, de diferentes solventes. As extragdes foram realizadas em extrator do
tipo Soxhlet utilizando os seguintes solventes: hexano, etanol, acetona,
diclorometano, isopropanol, mistura de hexanol/isopropanol e mistura de
cloroférmio/metanol. Os autores consideraram o isopropanol um solvente eficaz e
vantajoso para a extracdo de oOleo de gergelim. Aléem de este solvente ser menos
inflamavel e exibir menor toxicidade, a estrutura anfifilica permite a extragdo de um
6leo com maior teor de esterdis e tocoferdis comparado aos outros solventes.

Capellini (2013) avaliou as caracteristicas do 0leo e da fracdo proteica
resultantes da extracdo solido-liquido a partir do farelo de arroz utilizando como
solventes o etanol e o isopropanol, com ou sem hidratagdo. Na extracdo utilizando o

isopropanol como solvente observou-se maior quantidade de triacilgliceréis no
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material lipidico extraido (cerca de 60 %). Quando o etanol azeotrépico foi utilizado,
verificou-se maior extracdo de acidos graxos livres com quantidades proximas a 30
%.

Scharlack (2015) estudou a extracdo de O6leo da massa prensada de
sementes de girassol utilizando os solventes etanol e isopropanol em grau absoluto
e azeotropico, avaliando o rendimento de extracdo de Oleo, teor de acidos
clorogénicos, teor de tocoferaois, estabilidade oxidativa e teor de fosfolipideos do 6leo
extraido. A autora verificou que o solvente que mais extraiu acidos clorogénicos foi o
etanol em grau azeotropico enquanto 0s outros tipos de solventes estudados
apresentaram capacidade similar de extracdo de 6éleo.

No que diz respeito a utilizacdo de solventes alternativos ao hexano na
extracdo de 6leo de borra de café pode ser citado o estudo reportado por Matos et
al. (2010). Neste trabalho os autores reportaram a realizacdo de extracdo assistida
por ultrassom de Oleo de borra de café utilizando diferentes solventes orgéanicos. Os
autores também analisaram a composi¢cao em acidos graxos dos 6leos obtidos pelos
diferentes métodos. A maior quantidade de lipideos totais pode ser observada na
extracdo utilizando hexano em relacdo a utilizacdo do etanol. Os autores
constataram, também, que independente do solvente utilizado, os ésteres obtidos
em sua maioria sdo compativeis para a producdo de biocombustivel.

A extracdo de 6leo da borra de café por Soxhlet € 0 método mais utilizado em
pesquisas recentes para o aproveitamento deste tipo de lipideo (SANTOS, 2010;
LAGO e ANTONIASSI, 2000; BRAVO et al., 2013; ANDRADE, 2011).

Al-Hamamre et al. (2012) obtiveram a mesma conclusdo que Matos et al.
(2010) quando investigaram o efeito da aplicacdo de diferentes solventes polares
(isopropanol, etanol e acetona) e ndo polares (tolueno, cloroférmio, hexano e n-
pentano) na extracdo do Oleo a partir de borra de café. Segundo os autores, 0
hexano foi o solvente que resultou no maior rendimento de oleo (15,3 %) apos 30
minutos de tempo de extracao.

Abdullah e Koc (2013) extrairam Oleo da borra de café pelos métodos de
Soxhlet tradicional e o assistido por ultrassom utilizando hexano e uma combinacao
de metanol e hexano como solventes. Comparando-se 0s rendimentos das

extracoes realizadas, 0s experimentos com ultrassom resultaram em maiores
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valores de rendimento. Os autores reportaram que o aumento do rendimento pode
ser devido a diminuicdo do tamanho de particula pela agao do ultrassom.

Com base nas consideracbes enumeradas, a presente dissertacdo de
mestrado visa avaliar a viabilidade técnica do emprego de solventes alcodlicos,
etanol e isopropanol, absoluto ou hidratado, no processo de obtencédo de 6leo de
borra de café. Além disso, este trabalho avaliou a influéncia de tratamento
enzimatico prévio ao processo de extracdo utilizando solventes no rendimento de
extracdo e qualidade do 6leo obtido. Aspectos relacionados ao pré-tratamento

enzimatico sdo discutidos no item 3.3.

3.3 Obtencdo de o6leo de borra de café utilizando tratamento enziméatico
prévio a etapa de extracao

Como comentado anteriormente, a extracdo de 6leos vegetais normalmente é
realizada por prensagem ou utilizando solventes. Alguns estudos tém utilizado
hidrolise enziméatica para romper a parede celular e liberar o 6leo contido nos corpos
lipidicos, auxiliando o processo de extracdo (DOMINGUEZ et al., 1994, 1995; JIAO
et al., 2014; Ll et al., 2012; LONG et al., 2011; YUSOFF et al., 2015; PASSOS et al.,
2009; YOU et al, 2011). Deste modo, a estrutura celular destes materiais
oleaginosos é estudada para entender a acdo enzimatica que levara a obtencédo de
maior rendimento de extracéo de 6leo.

Os materiais oleaginosos vegetais, normalmente, possuem células que sao
envoltas de paredes celulares que consistem, principalmente, de celulose,
hemicelulose e lignina e ainda, dependendo do vegetal, podem conter pectina em
sua composicao (ROSENTHAL et al., 1996).

De acordo com Ballesteros et al. (2014) a borra de café é composta
majoritariamente por polissacarideos, ou seja, cerca de 12,40 % de celulose, 39,10
% de hemicelulose e 23,90 % de lignina em base seca, além de 60,40 % de fibras
dietéticas.

Corpos lipidicos ou esferossomos sé@o os principais locais de armazenamento
de lipideos em células vegetais, os quais podem variar de 0,2 a 20 um de diametro
dependendo do vegetal (ROSENTHAL et al.,, 1996; TZEN et al.,, 1993). Essas
organelas sao estabilizadas por proteinas estruturais especificas que atuam como
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emulsificantes naturais protegendo o Oleo da oxidagdo e hidrélise lipidica
(CAPUANO et al., 2007; PURKRTOVA et al., 2008).

Tais informacdes indicam a utilizacdo de enzimas carboidrases para a
degradacédo da parede celular e, além disso, o uso de enzimas proteoliticas para
hidrolisar a proteina estrutural presente nos corpos lipidicos (ROSENTHAL et al.,
1996).

Entretanto, o pré-tratamento enzimatico € influenciado por diversos fatores
além da enzima utilizada, como a concentracdo enzimatica, o pH do meio, a
temperatura, a razao solido:liquido e o tempo de contato. A Tabela 3.1 apresenta
breve revisdo da literatura com a faixa de valores dos parametros explorados por
cada estudo.

O teor de umidade no tratamento enzimatico desempenha um papel importante
na mobilidade das enzimas e, consequentemente no rompimento da parede celular.
A mesma importancia € observada para os parametros tempo e concentracao
enzimatica, no qual tempos prolongados de tratamento de 10 horas e alta
concentracdo enzimatica de 3 g enzima/l00 g de semente de girassol seco
beneficiam o tratamento, segundo Dominguez et al. (1996).

Em relacdo ao tempo de contato, Passos et al. (2009) avaliaram este
parametro de processo e concluiram que tratamentos enzimaticos prolongados
podem melhorar a extracéo de 6leo, uma vez que os autores obtiveram um aumento
de 106 para 163 % de rendimento de extracdo de Oleo, nos tempos de 24 e 120
horas, respectivamente.

Li et al. (2012) otimizaram o pré-tratamento enzimatico para a extracado de
60leo de semente de Silybum marianum utilizando um coquetel enzimatico com
concentracdo enzimatica de 2 %, tempo de reacéo de 5,6 horas, a 42,8 °C e pH 4,8
e obtiveram um rendimento de extracdo de Oleo maior que a amostra sem
tratamento enzimatico (10,46 a mais que a porcentagem de rendimento de extracéo
de 6leo com a amostra sem tratamento enzimatico). Os autores avaliaram também a
microestrutura das sementes apds a extracdo de Oleo com e sem tratamento
enzimatico. A observacao visual das imagens de MEV, microscopio eletronico de
varredura, demonstrou claramente a diferenca das estruturas submetidas ou ndo ao

tratamento enzimaético.
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Tabela 3.1 Parametros utilizados em estudos com tratamento enzimatico para rompimento da parede celular de diferentes materiais.

Referéncia Matéria- Tino de enzima Concentracéo Proporcédo entre Temperatura Tempo Método de extracédo de
prima P enzimatica solido e liquido (°C) (horas) oleo
Lietal I?Ianta Celulase, xylanase 4 mL de liquido 2,5a Extracdo por Soxhlet com
2012.’ Silybum ectinase,e roteasé 1a3 % (wiw) or g sélido seco 24256 3a7 6 5 hexano
marianum P P porg '
Passos et al., Semente de C?rllueI;sigéﬁl/g;a)\se 29, 21,569, 1191 4;"‘ ?j?a “S%lljilgg 30 a 50 8a120 3a7 Extragcdo por Soxhlet com
2009 uva . ' U/g de semente porg hexano
pectinase e protease seco
Olivex® (pectinase, 20 a 50 % de
Soto etal., Semente de celulase e hemicelulase) 0,25 % umidade na
2007 borage e Celluclast® (celulase e  (enzima:soélido) dispersdo 35255 3al2 n.r. Prensagem
hemicelulase) sélido/liquido
Long et al Celulase. pectinase e 1 parte de soélido Extracdo assistida por
29011 " Linhaca hemi,cglulase 10-220 U/g para dez partes 25ab55 3a21l 3a75 ultrassom usando agua
de liquido duplamente destilada
. Planta . 1 parte de solido Extracdo assistida por
Lietal, Xanthoceras Celulase, he_m|celu|ase 13a25 mq/g de para dez partes 45 1 6 micro-ondas usando
2013 e e pectinase suspensao P . o
sorbifolia de liquido agua deionizada

Fonte: Prépria autoria.
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A - . . : Concentracdo Proporcdo entre Temperatura Tempo Método de
Referéncia Matéria-prima Tipo de enzima S L s o pH =
enzimatica s6lido e liquido (°C) (horas) extracao
0la3g 20 a 40 % de
Dominguez et Sementes de Celluc_last® e enzimalg umldadeNna 50 2410 6.6a6.8 Prensagem
al., 1996 girassol pectinase dispersédo
semente PO
sélido/liquido
. A Pectazyme® e
B|sgg§éa|-, dgm:gggaesmdeé Mashzyme® 0,1a0,7 % n.r. 50 2 n.r. Prensagem
P (celulase)
. papaina, pectinase, Sem
YOlzjotTlal" Fungoa:vli?glerella shailase, alcalase, 0.5a25¢l n.r. 40 a 60 5a6 ajuste de n.r.
P neutrase e celulase pH
Celluclast 1518, 1:10 até 2,5:10
Hanmoungjai Farelo de arroz hemicellulase, 1,2 e 3% (wiw) partes de solido 50 la4d 45a9,0 n.r.
et al., 2002 por parte de

papaina, pectinex e
viscozyme

liquido

n.r. = ndo reportado pelo autor.

Fonte: Prépria autoria.
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No estudo realizado por Dominguez et al. (1996) sobre a extracdo de Oleo de
sementes de girassol por prensagem com pré-tratamento enzimatico observou-se
um aumento no rendimento de extracéo de 6leo de 13 % quando comparado com as
amostras de semente ndo tratadas enzimaticamente. Além disso, o0s autores
avaliaram o coeficiente de digestibilidade aparente in vitro e o teor de fibras totais da
fase rafinado. No caso do coeficiente de digestibilidade, o tratamento enzimatico
melhorou os seus resultados e o teor de fibras totais diminuiu apds o tratamento.
Segundo os autores a reducdo no teor de fibras demonstra a degradacéo da parede
celular o que facilitou a extragéo do 6leo pelo uso da pressao.

Passos et al. (2009) avaliaram a extracdo de Oleo de semente de uva
utilizando coquetel enzimético para degradar a parede celular. Para os parametros
otimizados, tanto do ponto de vista tecnolégico como econdbmico, 0s autores
obtiveram um aumento de 106 % no rendimento de extracdo de Oleo em
comparacao com as amostras sem o tratamento enzimatico.

De maneira geral, pode-se inferir que a utilizacdo de pré-tratamento
enzimatico pode ser satisfatoria se os parametros desta etapa de processo forem

corretamente avaliados para a matéria-prima de interesse.

3.4 Avaliacdo do impacto das condi¢des de processo de extracdo sobre a
frac&o proteica do material desengordurado

Como comentado anteriormente, o processamento do grdo de café em larga
escala gera, consequentemente, a producdo de uma grande quantidade de borra de
café, a qual poderia ser mais bem utilizada como fonte de proteinas e gordura para
alimentacdo humana. Segundo Fan e Soccol (2005) a borra de café pode conter em
média 11 % de proteina, 16 % de lipideos, 15 % de celulose, 5 % de cinzas e 45 %
de extratos ndo nitrogenados, sendo este material passivel de aplicacdo em
produtos de panificacéo, cereais matinais e outros.

O perfil de aminoacidos dos graos de café verdes e torrados, e borra de café
foram avaliados por Lago et al. (2001). Os autores observaram maiores teores de
acido glutamico, aspartico e leucina nos graos, enquanto que na borra de café

prevaleceram os acidos glutamico e a leucina. Além disso, os autores verificaram
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que o teor da maioria dos aminoacidos é menor na borra de café em relacéo ao teor
determinado nos gréos verdes ou torrados de café.

Segundo Kelner et al. (2003), os principais mecanismos de instabilidade de
proteinas sdo a degradacdo quimica e fisica, sendo que estes podem variar
dependendo do tipo de proteina. Os mecanismos de degradacao fisica mais comuns
sdo a temperatura, o pH e a forca ibnica. Na maioria das proteinas a degradacao
pode ocorrer na faixa de 40 a 80 °C, mas para algumas proteinas termofilicas a
temperatura pode ser superior a 100 °C.

Wanasundara e Shahidi (1997) elaboraram isolados proteicos de linhaga por
complexacao de hexametafosfato de sddio e acidulado com acido acético ou 4cido
succinico no intuito de melhorar as propriedades funcionais dos isolados proteicos.
Os autores verificaram que a solubilidade proteica e a emulsificacdo dos isolados
proteicos foram melhoradas pela acidulagdo, entretanto 0 mesmo ndo acontece com
a formacéo de espuma das proteinas.

Sawada et al. (2014) avaliaram o desempenho do etanol como solvente de
extracdo de Oleo de soja. O estudo indicou que a fracdo proteica presente na fase
rafinado (soja desengordurada) é fortemente influenciada pela presenca de agua no
solvente e pela temperatura do processo de extracdo, assim valores menores de
solubilidade proteica foram observados com o aumento do teor de 4gua no etanol e
com o0 aumento da temperatura do processo.

Capellini (2013) realizou extracdes de 6leo de farelo de arroz utilizando etanol
e isopropanol como solventes. A autora observou que o isopropanol em grau
absoluto foi o solvente que apresentou maiores valores de solubilidade proteica para
a fase rafinado (farelo de arroz desengordurado).

Sessa et al. (1998) relataram que o0s solventes alcodlicos apresentam
caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas e que assim desestabilizam as proteinas
pelo enfraquecimento das interacOes hidrofébicas dos componentes néao-polares e
pela interacdo com a agua presente em torno da molécula proteica.

Nestes termos, a influéncia das variaveis do processo de extragéo de Oleo de
borra de café, temperatura, teor de agua no solvente alcodlico e tipo de alcool, foi
avaliada sobre as caracteristicas funcionais da fracdo proteica contida no material

desengordurado em termos de indice de solubilidade de nitrogénio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Borra de café proveniente de producédo industrial de café sollvel gentilmente
cedida pela empresa Nestlé Brasil Ltda, Araras/SP;

Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha, pureza = 99,9 %, CAS 64-17-5);
2-Propanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha, pureza = 99,5 %, CAS 67-
63-0);

Hexanol absoluto (Merck, Hohenbrunn, Alemanha, pureza = 98 %, CAS 111-27-
3);

Solucdo Karl Fischer isenta de piridina (Sigma-Aldrich, Sant Louis, Missouri,
EUA, minimo 4,5-5,5 mg/mL);

Metanol PA (Merck, Darmstadt, Alemanha, pureza = 99,9 %, CAS 67-56-1);
Cloroférmio (Synth, Diadema/SP, Brasil, pureza = 99,8 %, CAS 67-66-3);
Hidréxido de Sdédio (Synth, Diadema/SP, Brasil, pureza = 97,0 %, CAS 1310-73-
2);

Cloreto de Sodio PA (Synth, Diadema/SP, Brasil, pureza = 99,0 %, CAS 7647-
14-5);

Reagente de esterificacdo BF3 (Merck, Darmstadt, Alemanha, 20 % em
metanol);

n-Hexano (Merck, Darmstadt, Alemanha, pureza = 98,5 %, CAS 110-54-3);
Sulfato de sddio (Synth, Diadema/SP, Brasil, pureza = 99,0 %, CAS 7757-82-
6);

Mistura de 37 padrbées de ésteres metilicos (Sigma-Aldrich, Bellefonte,
Pensilvania, EUA);

Padrdo interno metil tridecanoato (Sigma-Aldrich, Sant Louis, Missouri, EUA,
pureza = 97,0 %, CAS 1731-88-0);

Acido cloridrico (Synth, Diadema/SP, Brasil, pureza = 36,5-38,0 %, CAS 7647-
01-0);

EDTA (Leco, Sant Joseph, Michigan, EUA);

COM-AID™ (Leco, Sant Joseph, Michigan, EUA);
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Acido clorogénico cristalino (Sigma-Aldrich, Sant Louis, Missouri, EUA, pureza
= 95 %, CAS 327-97-9);

Enzima Celluclast 1.5 L (Novozymes Latin America Ltda, Araucéria, Brasil);
Enzima Viscozyme L (Novozymes Latin America Ltda, Araucaria, Brasil);
Solucéo tampéao pH 5,00 + 0,05 (Haloquimica Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo,

Brasil).

4.1.2 Equipamentos

Extrator solido-liquido (Tecnal, modelo TE-139-E4, Piracicaba/SP, Brasil ou
Marconi, modelo MA483/EC2, Piracicaba/SP, Brasil);

Tacometro digital (Icel, modelo TC-5010, Manaus/AM, Brasil);

Balanca semi analitica eletrénica de 2 casas decimais (Adam, modelo PGW-
1502i, Denbigh East, Milton Keynes, Reino Unido);

Balanca analitica eletronica de 4 casas decimais (Adam, modelo PW-254,
Denbigh East, Milton Keynes, Reino Unido);

Balanca analitica eletrdnica de 5 casas decimais (Sartorius, modelo CPA225D,
Gottingen, Alemanha);

Estufa de conveccao forcada (Marconi, modelo MA 035/150/E, Piracicaba/SP,
Brasil);

Bomba de vacuo (Tecnal, modelo TE0581, Piracicaba/SP, Brasil);

Sistema completo para determinacdo de nitrogénio/proteina por combustdo
(Leco, modelo FP528, Sant Joseph, Michigan, EUA);

Centrifuga de bancada com refrigeracdo (Thermo, modelo CR3i, Waltham,
Massachusetts, EUA);

Agitador magnético com aquecimento (Heidolph, modelo MR Hei-Tec,
Schwabach, Alemanha);

pHmetro (Mettler, modelo Seven Compact™ pH/lon S220, Schwerzenbach,
Suica);

Células de equilibrio encamisadas em vidro tipo Pyrex (FGG, Sdo Paulo/SP,
Brasil);

Banho termoestatico digital (Marconi, modelo MA184, Piracicaba/SP, Brasil);
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Sistema de extracdo de gordura a alta temperatura (Ankom, modelo XT10,
Macedon, New York, EUA);

Sistema de secagem a alta temperatura — Dryer HCI filter (Ankom, modelo RD,
Macedon, New York, EUA);

Cromatografo gasoso com detector de ionizagdo em chama (Shimadzu, modelo
GC-2010, Kyoto, Japdo) e injetor automatico (Shimadzu, mod. AOC-20i, Kyoto,
Japao);

Rotaevaporador (Heidolph, modelo Hei-Vap Precision acoplado a bomba a
vacuo de 2.0 mbar, Schwabach, Alemanha);

Sistema de ultrapurificacdo de agua (Millipore, modelo Direct 3Q, Molsheim,
Franca);

Titulador Karl Fischer potenciométrico automatico (Metrohm, modelo 787KF
Titrino, Herisau, Suica);

Titulador Karl Fischer coulométrico (Metrohm, modelo 899 Coulometer,
Herisau, Suica);

Bureta automatica (Metrohm, modelo Dosimat 775, Herisau, Suica);
Espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu, modelo UV 1650PC, Japéo);
Densimetro (Anton Paar, modelo DMA 4500, Austria);

Viscosimetro (Anton Paar, modelo AMVn, Austria);

Agitador eletro-magnético e peneiras granulométricas (Bertel, Caieiras, SP);
Agitador de tubos (Heidolph, modelo Multi Reax, Schwabach, Alemanha);
Agitador mecéanico (IKA, modelo Eurostar Power Control Visc P7, Staufen,
Alemanha);

Analisador de tamanho de particula por difracdo a laser (Shimadzu, modelo
SALD-201V, Kyoto, Japao).

4.1.3 Diversos

Papel filtro XT 4 (Ankom, modelo XT10, Macedon, New York, EUA);
Papel filtro (Whatman n9 1);
Vials para cromatografia gasosa;

Cubetas de quartzo para espectrofotometria UV/visivel,
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o Vidrarias em geral (béqueres, erlenmeyers, placas de Petri, baldes
volumétricos calibrados, frascos de penicilina, etc);

o TermoOmetros calibrados;

o Seringas com agulhas para amostragem;

o Gases especiais para cromatografia gasosa (Linde Gases, Sertdozinho, S&o
Paulo, Brasil): Ar Sintético (Pureza: 20 ppm), Hélio (Pureza: 99,995%) e
Hidrogénio (99,995 %);

o Gases para o determinador de proteinas por combustdo (Leco) (Linde Gases,
Sertdozinho, S&o Paulo, Brasil): Ar sintético super seco (Pureza: 20 % de
oxigénio em nitrogénio), Heélio (Pureza: 99,995 %) e Oxigénio (Pureza: 99,999
%);

o Cépsulas de gel e estanho (Leco);

o Tubos de centrifuga de polipropileno tipo Falcon com tampa;

o Fita de vedacao tipo Parafilm.

4.2 Metodologia
4.2.1 Caracterizacao da matéria-prima

A matéria-prima fornecida generosamente pela empresa Nestlé Brasil Ltda,
Araras/SP, foi analisada em termos de teor de umidade e lipideos totais no sistema
de extracdo de gordura a alta temperatura Ankom, obtendo-se 62,62 + 0,05 % de
umidade em base umida e 19,3 + 0,2 % de lipideos em base seca. Apés esta anélise
realizou-se a secagem da borra de café em estufa com conveccao forcada, a 45 °C,
para a adequacdo do valor de umidade, maxima de 10 %. E, apds este

procedimento, a borra foi submetida as demais caracterizagées.
4.2.1.1 Composigao centesimal

A matéria-prima borra de café previamente submetida a secagem para
adequacao de umidade foi caracterizada em termos de umidade (Ac 2-41, AOCS,
1998), teor de lipideos (Am 5-04, AOCS, 1998), proteina bruta (Ba 4f-00, AOCS,
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1998), cinzas (AOAC, 2007), fibras (ASP et al., 1983), acidos graxos livres (2201,
IUPAC, 1979) e 4cidos clorogénicos totais (GONZALEZ-PEREZ et al., 2002).

4.2.1.2 Determinacéo do teor de acidos clorogénicos na borra de café

Para determinacéo do teor de acidos clorogénicos totais na borra de café foi
utiizada a metodologia sugerida por Gonzélez-Pérez et al. (2002). Os autores
determinaram o teor de acidos clorogénicos presentes em sementes de girassol.

Para a determinacdo dos &cidos clorogénicos na borra de café realizou-se
extragdo sequencial com 4 estagios, solvente metanol com 20 % de &gua e uma
razdo solido:solvente de 1:80, a temperatura constante de 60 °C. Em seguida,
determinou-se o teor de &cidos clorogénicos no extrato reunido dos 4 estagios (item
4.2.3.3, espectrofotometria na regido do UV) e realizaram-se os calculos para
determinacdo dos acidos clorogénicos totais presentes na matéria-prima,
considerando que todo o &acido clorogénico foi extraido pelo solvente metandlico na

extracdo sequencial.

4.2.1.3 Composicdo em acidos graxos

O dleo contido na borra de café, o qual foi extraido a frio pelo método
sugerido por Bligh e Dyer (1959) foi submetido a anéalise da composi¢cao em acidos
graxos por cromatografia gasosa dos ésteres metilicos de acidos graxos, de acordo
com os métodos oficiais Ce 1-62 e Ce 2-66 da AOCS (1998), utilizando como padrao
interno metiltridecanoato (ZENEBON et al., 2008).

A coluna capilar altamente polar de bis-cianopropil polisiloxano 0,20 um, 100
m x 0,25 mm diametro interno (SP-2560, Supelco, EUA) foi utilizada no
cromatografo gasoso com detector de ionizagcdo em chama (Shimadzu, 2010, Japao)
e injetor automatico (Shimadzu, modelo AOC 20i, Japao). A injecdo da amostra foi
realizada tipo Split 100:1 com volume de 1,0 pL. Como gas de arraste utilizou-se o
gas hélio com velocidade linear de 19,5 cm/segundo. A temperatura do detector de
260 °C e injetor automatico a 250 °C. Além disso, a seguinte programacao de
temperatura foi utilizada na coluna, 140 °C (durante 5 minutos), 140 a 240 °C (a uma
taxa de 4 °C/min) e 240 °C (durante 15 minutos).
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A identificacdo dos &cidos graxos foi realizada por comparacdo com padrdes
externos (mistura de 37 padrdes de ésteres metilicos). A quantificacdo foi realizada
com base nas relacdes de area de cada acido graxo com a area do padrao interno
metil tridecanoato, considerando os fatores de correcéo de resposta do detector e a

conversao de ésteres metilicos para acidos graxos.

4.2.1.4 Determinacdo do indice de solubilidade de nitrogénio da fracao

proteica presente na borra de café

O indice de Solubilidade de Nitrogénio (ISN) foi determinado de acordo com o
método sugerido por Morr et al. (1985). A borra de café foi colocada em contato com
50 g dos solventes agua deionizada ou NaCl 0,1 M. Razdes sdlido:solvente de 1:50,
2:50 e 5:50 foram utilizadas para realizacdo dos experimentos de determinacao do
ISN. Os pHs das dispersdes foram ajustados aos valores 2,0; 4,5; 9,0 e 11,0 com
HCI 0,1 N e/ou NaOH 0,1 N, e as dispersdes foram mantidas sob agitacdo com
auxilio de um agitador magnético a 900 rpm, por 2 horas. Nestes experimentos
foram utilizadas células de equilibrio de vidro pyrex que possibilitam o controle da
temperatura, a qual foi mantida em 25 °C ao longo do periodo de agitacdo. Em
seguida, as dispersdes foram transferidas para tubos de centrifuga e centrifugadas
(5.000 x g durante 30 min) a temperatura de 4 °C e, apds, foram filtradas em papel
filtro. Aliquotas foram tomadas para determinacéo do teor de nitrogénio pelo método
de combustédo (AOCS, 1998). O indice de solubilidade de nitrogénio foi calculado de
acordo com a Equacéao 4.1.

NitrogénioF1tr2d° (04)x massa solugdo NaCl (g)

ISN (%) = 100 41
(%) NitrogénioAmostra (94)x massa amostra (g) x @

4.2.1.5 Determinacgdo da distribuicdo granulométrica e do tamanho médio das

particulas da borra de café

A determinacdo da distribuicdo granulométrica e do tamanho médio das
particulas da borra de café foi realizada utilizando peneiras Tyler, com meshs 10, 14,

20, 28, 35 e 48, e o0 equipamento de difracao a laser, respectivamente.
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4.2.2 Determinacédo de dados de extracao solido-liquido em um estagio

Para a obtencdo de dados de extracdo sélido-liquido em um estagio foi
utilizado um extrator, Figura 4.1, construido em aco inoxidavel. Este equipamento
possui um tampo dotado de manémetro, valvula de escape (sistema de seguranca)
e rotor, além de ser vedado hermeticamente para evitar perdas de massa por
evaporacdo. Os controles de temperatura e de rotagdo s&o realizados por
controladores proprios do equipamento. Uma massa conhecida de borra de café foi
acondicionada em papel de filtro e este acomodado dentro de um cesto de aco
inoxidavel, resistente ao ataque do solvente e da temperatura, permeavel ao
solvente e ao extrato. Em seguida, massa conhecida de solvente foi adicionada ao
extrator. O extrator foi submetido a agitacdo (175 rpm) até a temperatura atingir o
valor desejado (60, 70, 80 ou 90 °C) e mantido sob agitacdo constante por uma
hora.

ApGs este tratamento, amostras da fase extrato foram retiradas pela vélvula
localizada na parte inferior do extrator e submetidas as anélises de composi¢cédo. A
fase rafinado foi submetida a pesagem apd6s 5 minutos de repouso, em balanca

semi-analitica e, posteriormente, submetida as analises de composicao.

Figura 4.1 (a) Extrator confeccionado em aco inoxidavel. (b) Detalhe do cesto utilizado para

acomodacdo da borra de café.

(@) (b)

Fonte: Prépria autoria.
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4.2.3 Analises da fase extrato

4.2.3.1 Determinacdo de 4gua na fase extrato

O teor de agua na fase extrato foi determinado pelo método oficial de titulacao
Karl Fischer Ca 2e 55 (AOCS, 1998).

Amostras de 0,01 a 1,0 g foram tituladas com solu¢ao de Karl Fischer (KF)
utilizando-se como solvente metanol/cloroférmio na propor¢édo 4:1, em volume. O
titulo do reagente KF foi determinado no inicio de cada titulagdo e a porcentagem
massica de agua nas amostras, fornecida automaticamente pelo aparelho, foi

calculada através da Equacao 4.2.

(volume KF utilizado x titulo KF)
X

100 (4.2)
massa da amostra

Agua (%) =

Todas as analises foram realizadas pelo menos em triplicata.

4.2.3.2 Determinacao do teor de solvente na fase extrato

O teor de solvente, etanol ou isopropanol, hidratado ou néo, foi determinado,
em quintuplicata, por evaporacdo em estufa com conveccédo forcada, a 60 °C, até
peso constante.

A porcentagem de solvente na fase extrato é dada pela Equacéo 4.3.

(massa inicial — massa final) x 100

Solvente (%) = massa inicial (4:3)
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4.2.3.3 Determinacédo de acidos clorogénicos nos 60leos obtidos das diferentes

extracoes

O teor de acidos clorogénicos totais, tanto na matéria-prima bem como nos
extratos obtidos das extracbes com alcoois, foi estimado pelo método de
espectrofotometria na regiao do ultravioleta a 324 nm (AOAC, 1995).

Primeiramente realizou-se uma varredura da solugdo de acido clorogénico
padrdo em etanol em toda a faixa do espectro UV-visivel para se conhecer o
comprimento de onda caracteristico onde ocorre a maxima absor¢cdo. No caso
especifico do solvente etanol absoluto este comprimento de onda é de 324 nm. Uma
curva de calibracdo (do tipo y = a*x, em que y € a absorbancia, x € a concentracao
em (pg/g) e a é o coeficiente angular da reta) foi construida com solugbes de
composic¢des conhecidas de acido clorogénico padrdo em etanol no comprimento de
onda de maxima absorcdo. A quantificacdo dos acidos clorogénicos foi realizada
pesando-se a amostra (aproximadamente 0,02 g) em balées volumétricos de 5 mL e
diluindo-se com 8 g de etanol absoluto. Posteriormente, a solugéao foi transferida
para cubetas de 1 cm de caminho 6tico, sendo a leitura da absorbancia realizada a
324 nm contra o branco.

A composicado em acidos clorogénicos expressa em % é dada pela Equacgéao
4.4,

Abs massSagmostra

AC (%) = (4.4)

X
10000 x dcoeficiente angular (massaamostra + rrlassasolvente)

No caso dos extratos provenientes das diferentes extracdes, estes foram
submetidos a rotaevaporacéao, a 50 °C e 600 mmHg, e o material residual foi diluido
com etanol absoluto. A absorbéncia foi medida para calcular o teor de acidos

clorogénicos totais na amostra.
4.2.4 Analises da fase rafinado

4.2.4.1 Determinacgao do teor de dOleo residual

O teor de Oleo residual nas fases rafinado obtidas dos experimentos de
extracdo com solventes alcodlicos foi determinado utilizando-se um sistema de
extracdo com solvente a alta temperatura (método Am 5-04, AOCS, 1998). Amostras

de em torno de 1,5 g foram pesadas em papel de filtro proprio para extracao, secas
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em secador Dryer HCI filter (Ankom, modelo RD) a 105 °C, durante 3 horas e, apos,
acondicionadas em um dessecador até atingir a temperatura ambiente.

Em seguida, os papéis de filtro foram pesados novamente e colocados no
extrator (Ankom, modelo XT-10). O solvente hexano foi utilizado para a extracdo em
temperatura de 90 °C por uma hora.

ApOGs a extragcdo, as amostras foram secas durante 30 minutos a 105 °C,
acomodadas no dessecador e novamente pesadas. O teor de 6leo residual nas
amostras, expresso em porcentagem em massa, foi calculado a partir da Equacao
4.5.

(Massa Inicial — Massa Final) x 100

Oleo Residual (%) = NMasea Tnicial (4.5)

4.2.4.2 indice de retencéo

O teor de solucao extrato aderida a massa de sélidos inertes, expresso em Kg
de solucdo aderida/ Kg de solidos inertes, nomeado como indice de retencéo, foi
determinado logo apdés a extracdo. O cesto de aco inoxidavel contendo a fase
rafinado foi removido do extrator, mantido suspenso, em repouso, por 5 minutos
para escoamento do liquido, e submetido a pesagem em balanca de precisdo para
avaliacdo da massa da fase rafinado e posterior realizacdo de balancos de massa

para estimativa do indice de retencéo de solucéo.

4.2.5 Determinacdo experimental de dados de densidade e viscosidade dos

solventes

Densidade

Os valores de densidade dos solventes foram determinados em densimetro
digital de bancada (Anton Paar, modelo DMA 4500). As amostras foram injetadas
diretamente no equipamento calibrado com &agua, que apds estabilizacdo na

temperatura desejada (+ 0,03 °C) forneceu o resultado direto da densidade em g/cm?®
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(precisdo 0,00005 g/cm®). Todas as medidas foram realizadas pelo menos em

triplicata.

Viscosidade

Os dados de viscosidade foram determinados em micro viscosimetro
automético de queda de esfera (Anton Paar, modelo AMVn). As amostras foram
injetadas em capilar de vidro com diametro de 1,6 mm calibrado com agua, colocado
no equipamento que fornece o resultado em quadruplicata, em mPa.s, em 3 angulos
diferentes, totalizando 12 medidas por amostra. Em cada analise a temperatura
possui uma precisdo de 0,005 °C e o limite de tolerancia do equipamento € de 0,3
%.

4.2.6 Pré-tratamento enzimético ao processo de extracao soélido-liquido

A borra de café, apGs secagem prévia em estufa para adequacdo de umidade
da matéria-prima, foi submetida a hidrélise enzimatica para ruptura da parede celular
e, assim, maior disponibilidade do 6leo presente no material.

Para a realizacdo desta etapa do trabalho, a empresa Novozymes Latin
America Ltda forneceu gentiimente as enzimas Celluclast® 1.5 L (preparacéo
enzimatica liquida de celulase) e Viscozyme® L (complexo multi-enzimatico liquido
com B-glucanase, xilanase e pectinase). Neste trabalho estas preparagtes
enzimaticas foram utilizadas juntas, conforme sugerido por técnico da Novozymes,
em cada tratamento na razdo massica de enzimas Celluclast:Viscozyme de 1:1.

Para todos os tratamentos enziméaticos foi mantida uma agitacdo de 280 rpm,
razao solido:liquido de 1:5 e tempo de contato enzimatico de 6 horas. Os parametros
temperatura, pH e concentracdo enzimatica foram variadas de acordo com a Figura
4.2. O parametro pH teve como variagdes o ndo ajuste/monitoramento do pH, ajuste
de pH das dispersdes no valor de 5 com HCI 0,1 N e/ou NaOH 0,1 N, ou a utilizagao
de uma solucdo tampado com pH 5. A concentracdo enzimatica foi expressa como a
porcentagem de massa de mistura enzimatica em relagcdo a massa de borra de café

sem umidade.
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Figura 4.2. Parametros temperatura, pH e concentracdo enzimatica dos pré-tratamentos

enzimaticos.
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*0% de massa de mistura enzimética em relacdo a massa de borra de café sem umidade.

Fonte: Prépria autoria.

ApOs estes experimentos preliminares realizou-se pré-tratamento enzimatico
para as extracdes sélido-liquido nas seguintes condi¢cdes de tratamento enzimatico:
agitacdo de 280 rpm, razdo sdlido:liquido de 1:5, tempo de contato enzimatico de 6
horas, ajuste de pH da disperséo no valor de 5, 50 °C e concentracdo enziméatica de
1,4 % (massa de mistura enzimatica em relagdo a massa de borra de café sem

umidade).
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4.2.7 Calculo das constantes dielétricas dos solventes utilizados nos
experimentos de extracdo de 6leo.

As constantes dielétricas dos solventes utilizados na etapa de extracao solido-
liquido foram calculadas para avaliar o efeito desta propriedade nos resultados de
rendimento de extracdo obtidos.

A determinagéo dos valores de constante dielétrica (¢, adimensional) para os
solventes em grau absoluto e para a agua foi realizada segundo equacdo 4.6
proposta por Wohlfarth (2015).

e=A+BT+CT?+DT? (4.6)

Na qual, T é a temperatura em Kelvin e A, B, C e D sédo constantes da
equacéao para cada composto.

No caso dos solventes hidratados foi utilizada a equacéo 4.7, proposta por Tir
et al. (2012).

E= EWq + Wy (4.7)

Onde, w, e Wy séo as fracdes massicas dos componentes agua (a) e alcool
(b). E €4 € €, sdo as constantes dielétricas para os componentes puros agua (a) e

alcool (b) em funcéo da temperatura.

4.2.8 Verificacdo da qualidade dos dados experimentais através de célculos

de balan¢co de massa

A qualidade dos dados experimentais de extracdo sélido-liquido foi verificada
através da metodologia sugerida por Marcilla et al. (1995) e adaptada por Rodrigues
e Oliveira (2010) para os sistemas de extracao solido-liquido.

No processo de extracdo solido-liquido, o material oleaginoso, borra de café,
entra em contato com o solvente e apos o periodo determinado para a extracao €
retirada a fase extrato a qual é submetida a andlises para determinacdo de
composicdo enquanto a fase rafinado é pesada e, apos, submetida também a
caracterizagao.

A fase extrato caracteriza-se pela fase liquida, rica em solvente e acrescida
de compostos extraidos; a fase rafinado apresenta todos os solidos que sao
insollveis no solvente utilizado, além disso, esta fase contém uma parte da fase

extrato que ficou retida nos sélidos insoluveis.
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Deste modo, podem ser escritos n balancos independentes por componente
do sistema de extracéo solido-liquido (Marcilla et al., 1995):

MPMWEM = MFEWEE 4 MFRyER (4.9)

Onde, M"™ é a massa da mistura inicial ou ponto de mistura, M® e M™® sao

. . PM . ~ , .
as massas das fases extrato e rafinado, respectivamente; W, ~ € a fracdo massica

: o FE FR . n , .
do componente n na mistura inicial e W, — e W,, ~ sdo as fracbes massicas do

componente n nas fases extrato e rafinado, respectivamente.

Através das n equacgles formadas, torna-se possivel calcular os valores de
FR . : FE . .
W, " com base nos valores experimentais de W, -~ e M7, pelo método dos minimos
quadrados:

, . PM P . ~
Se M é a matriz formada pelos valores de W,, ', B € a matriz transformagéo

(composta pelos valores de WnFE e WnFR) e P é a matriz formada pela massa de
cada fase (M™ e MF), o sistema pode ser escrito como
M =B.P (4.9)
Célculos matematicos levam a seguinte expressao:
P= (B™B)"'B™ (4.10)
Onde, B é a matriz transposta de B e (B'B)™ é a matriz inversa de (B'B).
Desta forma, os valores de M e WnFR gue minimizam os erros do sistema podem
ser calculados.
Deste modo, o valor de MR é determinado experimentalmente para cada
sistema e, pelo balanco de massa global,
MPM = MFE 4+ MFR (4.11)
O desvio relativo global, 8, entre a soma (M= + M) e MM, pode ser
calculado de acordo com a expressao:
§ = (|[(MFE + MFR) — MPM|/MPM) x 100 (4.12)
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4.2.9 Analise estatistica

Os resultados provenientes dos experimentos de extragao foram comparados
por analise de variancia utilizando o teste de Duncan (1955) ao nivel de significancia
de 5 %, com auxilio do programa SAS® (Vers&o 9.2, SAS Institute Inc., EUA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da matéria-prima

Neste trabalho a borra de café, gentilmente cedida pela empresa Nestlé Brasil
Ltda, foi adquirida em 2 lotes. Inicialmente a borra de café foi caracterizada através
da determinacéo de umidade e teor de lipideos resultandoem 19+ 1 % e 225+ 0,4
% de lipideos, respectivamente para o Lote 1 e Lote 2, sendo estes valores em
concordancia com o resultado obtido por Fan e Soccol (2005). Os valores de
umidade das borras de café referentes aos Lotes 1 e 2 foram 62,62 + 0,05 % e 65,1
+ 0,2 %.

Em consequéncia destes elevados valores de umidade, foi necessario realizar
uma secagem da matéria-prima para diminuir a tendéncia a deterioracdo do material
durante o seu armazenamento.

Os parametros do processo de secagem da borra de café foram definidos
através de informacfes obtidas de revisdo de literatura e, também,
experimentalmente. A temperatura e o tipo de estufa, 45 °C e estufa com conveccao
forcada, foram definidos de acordo com Panusa et al. (2013) e Andrade (2011),
respectivamente. O tempo necessario para secar cerca de 4 Kg de borra de café até
o teor de umidade maximo de 10 % foi de aproximadamente 4 horas e 20 minutos.

ApoOs este procedimento o material apresentou 10,4 + 0,2 % e 8,6 £ 0,2 % de
umidade, respectivamente, para os Lotes 1 e 2 os quais foram armazenados em
sacos de polietileno sob vacuo, em freezer até a utilizacdo nos experimentos de

extracao.
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5.1.1 Composicao centesimal

A borra de café, apdés a adequacdo do teor de umidade foi entédo
caracterizada em termos de proteinas, cinzas, fibras sollveis e insollaveis,
carboidratos nédo fibrosos, acidos clorogénicos totais e acidos graxos livres. Os

resultados estéo expressos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Composic¢ao centesimal da borra de café apds adequacéo de umidade.

Componente (% em massa) lote 1 lote 2
média desvio média desvio

Umidade? 10,4 0,2 8,6 0,2
Lipideos® 19 1 22,5 0,4
Proteinas™® 15,3 0,2 17,7 0,2
Cinzas® 0,34 0,01 0,34 0,01
Carboidratos totais ¢ 65 1 59,5 0,6
Fibras totais” 73,1 0,5 74,6 0,1
Fibras soltveis® 0,45 0,06 0,55 0,06
Fibras insoltveis® 72,6 0,4 74,0 0,1
Acidos clorogénicos totais” 0,41 0,03 0,58 0,03
Acidos graxos livres no 6leo 9.4 0.4 0.8 0.4

contido na borra
% Componente em base Gmida. > Componente em base seca. ° Teor de nitrogénio x 6,25

¢ Determinado por diferenca

Fonte: Prépria autoria.

De forma geral, pode-se verificar que os resultados da composicéo centesimal
apresentados na Tabela 5.1, para o teor de lipideos e proteinas, estdo um pouco
mais altos que os resultados disponiveis na literatura. De acordo com Al-Hamamre
et al. (2012), a borra de café possui de 11 a 15 % de lipideos e segundo Caetano et
al. (2014), 13,7 % de proteinas.

No que se refere aos resultados para o teor de cinzas, Mussatto et al. (2011a)
e Caetano et al. (2014) apresentaram valores de 2 a 5,4 % para o grao verde de
café, valores estes mais elevados que o determinado para a borra de café
disponibilizada pela Nestlé. No entanto, os valores obtidos nesta dissertacdo estao
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proximos ao resultado obtido por Acevedo et al. (2013), 0,47 % de cinzas em base
seca.

No presente estudo, o total de carboidratos fibrosos e nao fibrosos calculados
por diferenca, contabilizou cerca de 65 %, valor comparavel ao resultado obtido por
Caetano et al. (2014), de 67 % de carboidratos totais. Contudo, estes resultados
estdo menores que o teor de fibras totais determinado experimentalmente. Segundo
Murthy e Naidu (2012) a determinacao de fibras dietéticas pode contabilizar outros
constituintes como proteinas e antioxidantes. Deste modo, o elevado teor de fibras
dietéticas obtido neste trabalho pode ser decorrente do somatério de demais
constituintes. Em adicdo, como observado na Tabela 5.1, os resultados de fibra
soluvel e insolavel sdo cerca de 0,5 e 73 % em base seca, respectivamente, da
borra de café. Ballesteros et al. (2014) determinaram 10 £ 3 e 51 £ 2 % em base
seca de fibras solUveis e insollveis na borra de café. Entretanto estes resultados
sdo adversos aos obtidos por Murthy e Naidu (2012) de 35 £+ 1 e 8 £ 1 %,
respectivamente, para fibras soltvel e insolavel.

Para determinacdo do teor de &cidos clorogénicos na borra de café, através
de espectrofotometria na regidao do ultravioleta, obteve-se experimentalmente uma
curva de calibracdo utilizando padrdao de acido clorogénico cristalino, conforme
apresentado no Apéndice A.

Pode-se inferir que os valores de acidos clorogénicos determinados para 0s
Lotes 1 e 2 de borra de café estdo de acordo com a literatura.

Cruz et al. (2012) determinaram o teor de acidos clorogénicos em amostras
de borra de café coletadas em cafeterias na regido Noroeste de Portugal. Neste
estudo os valores variam de 0,21 a 0,76 % de acidos clorogénicos. Mussatto et al.
(2011a) determinaram o teor de acidos clorogénicos totais em borra de café
industrial e obtiveram de 0,37 a 1,39 mg de acido clorogénico/g de borra de café o
que equivale a 0,04 a 0,14 % de acidos clorogénicos.

Os teores de acidos graxos livres (AGL) determinados nos 6leos provenientes
dos Lotes 1 e 2 da borra de café utilizada neste trabalho sédo elevados. Al-Hamamre
et al. (2012) analisaram o Oleo obtido da borra de café utlizando etanol e
isopropanol como solventes e obtiveram 3,85 e 6,40 % de AGL, respectivamente.

Como mencionado anteriormente, a temperatura de torra do gréo verde é

bastante elevada (200-250 °C). Durante este processo, reagfes quimicas como
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oxidacdo, reducdo, hidrolise, polimerizacdo e descarboxilagdo ocorrem para a
formacdo do gosto acido e/ou amargo da bebida (RAMALAKSHMI e RAGHAVAN,
2003). De fato, as matérias-primas que passam pelo processo de torra podem conter

elevado teor de acidos graxos livres, produtos da hidrolise dos triacilglicerois.

5.1.2 Composicdo em acidos graxos do 6leo contido na borra de café

A Tabela 5.2 apresenta a composicdo em 4cidos graxos do Oleo extraido da
borra de café fornecida pela empresa Nestlé Brasil Ltda utilizando o método de
extragcdo a frio sugerido por Bligh e Dyer (1959). Os 6leos provenientes dos Lotes 1
e 2 apresentaram teores similares e consideraveis de &acido palmitico e acido
linoleico, os quais representaram mais de 70 % dos acidos graxos presentes no 6leo
da borra de café. Nesta tabela também séo apresentados dados de composicdo em
acidos graxos fornecidos por Obruca et al. (2014) do 6leo da borra de café extraido
com extrator Soxhlet utilizando n-hexano como solvente, para fins de comparacéao.

De maneira geral os resultados de composicdo em acidos graxos estdo de
acordo com dados disponiveis na literatura (ACEVEDO et al., 2013; CRUZ et al.,
2012; MELO et al., 2014). Os principais acidos graxos saturados presentes no 6leo
da borra de café sdo os acidos palmitico e estearico e 0s principais insaturados séo
o linoleico e oleico. O acido graxo araquidico apresentou-se em maior quantidade na
borra de café fornecida pela Nestlé em comparacdo com os resultados obtidos por
Cruz et al. (2012) e Melo et al. (2014).

Firestone (2006) apresenta a composicdo em acidos graxos para o grao de
café verde. De modo geral, observa-se que na borra de café, segundo Cruz et al.
(2012), a composicao em termos dos acidos graxos C20:1, C22:0, C22:1, C24:0 e
C24:1 diminui ou estes ndo estdo mais presentes no Oleo devido, provavelmente, ao
processo de fabricacdo de café soluvel, o qual compreende a etapa de
processamento térmico de torragem a 200 — 250 °C, segundo Ramalakshmi e
Raghavan (2003).

Os resultados de Obruca et al. (2014) em termos da razdo entre acidos
graxos insaturados e saturados do Oleo da borra de café sdo estatisticamente

menores que os resultados obtidos nesta dissertacdo. Isto € devido a quantidade
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inferior de &cido palmitico presente nos 6leos extraidos pelo método a frio proposto
por Bligh e Dyer (1959), utilizado nesta dissertacao.

Couto et al. (2009), em 0Oleo extraido da borra de café por extrator Soxhlet
com n-hexano obtiveram, também, uma razdo entre acidos insaturados e saturados
em torno de 0,6, menor que os resultados obtidos neste trabalho. Esta diferenca de
resultados se deve a maior presenca de &cido palmitico e menor quantidade de
acido linoleico obtida por Couto et al. (2009) em comparacdo com os resultados

obtidos para o 6leo da borra de café fornecida pela Nestlé.

Tabela 5.2 Composi¢do em acidos graxos do 6leo da borra de café.

Acidos Massa (%)
Simbolo Cxy®
graxos Lote 1 Lote 2 Obruca et al. (2014)
P Palmitico C16:0 27,4+£0,7B 275+0,7B 35 7A
Estearico  C18:0 8,0+0,2A 8,4+0,1A 7,1B
@) Oleico Cci18:1 10,93+0,09A 10,0+x0,1B 9,4C
Li Linoleico C18:2 453+0,2B 474+0,2 A 43,7 C
Le Linolénico C18:3 1,5+0,2AB 1,8+0,1A 1,1B
A Araquidico C20:0 5,10+0,02A 3,1+£0,1B 2,2C
Ga Eicosan6ico C20:1 0,82+0,05A 0,81+0,04A 0,3B
Be Behenico C22.0 099+0,04B 1,14+0,00A 0,4C
Insaturado/Saturado 1,41+0,03B 1,50+0,03A 12C
indice de lodo 96,0+ 0,6 A 98,2+ 0,8 A 70,3 B

% Cx:y, x = nimero de carbonos e y = nimero de duplas ligacées
*médias seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.

5.1.3 Determinacédo do indice de solubilidade de nitrogénio da fracdo proteica
presente na borra de café
O indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) fornece uma estimativa sobre as
possiveis aplicacbes da fracao proteica, principalmente, na industria de alimentos de

acordo com a solubilidade das proteinas presentes no material em analise.
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Os dados experimentais de ISN para a borra de café foram obtidos proximos

ao limite inferior de deteccdo do equipamento (0,01 % ou 0,02 a 100 mg de

Nitrogénio, segundo a Leco Instrumentos). Deste modo realizaram-se experimentos

com diferentes parametros para avaliar as melhores condicdes de analise. Dentre 0s

parametros avaliados, diferenciou-se o solvente utilizado, o pH da dispersao

solido/solvente e a condigdo inicial do material analisado, com ou sem secagem

prévia em estufa com conveccao forcada a 60 °C por 24 horas. Todas as condi¢cbes

avaliadas podem ser observadas na Figura 5.1.

Figura 5.1 Parametros investigados nos ensaios de determinacgéo do indice de Solubilidade de

Nitrogénio (ISN) da borra de café.
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Fonte: Prépria autoria.

Todos o0s experimentos realizados utilizando NaCl como solvente sob

diferentes condi¢gbes de pH resultaram em valores de nitrogénio inferiores ao limite

inferior de deteccdo do equipamento. Verificou-se, também, que somente a razao
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sélido/solvente (em massa) de 5/50 levou a obtencdo de resultados validos. Para
investigar a influéncia do pH da disperséo, experimentos com diferentes valores de
pH utilizando agua como solvente na razdo solido/solvente (em massa) de 5/50
foram realizados. Somente os pHs 9 e 11 conduziram a resultados favoraveis quanto
ao ISN da matéria-prima, os quais podem ser observados na Tabela 5.3.

De maneira geral, pode-se inferir que os baixos valores de ISN determinados
para a borra de café sdo decorrentes, provavelmente, do processamento do café
soluvel, o qual compreende condi¢cBes drasticas de temperatura, que podem levar a
desnaturacdo das proteinas. Entretanto, Shen (1976) reporta que a solubilidade de
nitrogénio nem sempre € um critério para a desnaturacao proteica, visto que as
reac6es que ocorrem em pH 12 desnaturam as proteinas e provocam o aumento da

solubilidade de nitrogénio.

Tabela 5.3 indice de Solubilidade de Nitrogénio (%) da borra de café para as dispersdes em

agua deionizada na razéo solido/liquido de 5/50.

pH Borra com 10 % de umidade Borra com até 1 % de umidade
9 51 3,3
11 7,310,6

Fonte: Prépria autoria.

As condicdes experimentais que possibilitaram a maior deteccdo de nitrogénio
foram pH 11, 4gua como solvente, razdo massica 5:50 de solido/solvente, sem
secagem da matéria-prima.

De acordo com Shen (1976), a solubilidade de nitrogénio é influenciada,
principalmente, por dois fatores, pH e forca idnica. A solubilidade de nitrogénio é
menor em pHs de 2 a 6 e, de modo geral, a solubilidade é maior em pHs mais
basicos. Este autor reportou, também, que em pH basico, o aumento da forga ibnica
diminui a solubilidade de nitrogénio, sendo estas informacdes coerentes com 0s
resultados obtidos neste estudo.

Com base nestas observacoes, definiu-se que as condicbes mais favoraveis
para determinacao do ISN na borra de café sdo o pH 11, utilizando agua deionizada
como solvente, razdo massica borra: solvente de 5:50 e sem secagem prévia de

borra de café.
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5.1.4 Determinacdo da distribuicdo granulométrica e do tamanho médio das

particulas

A determinacdo da distribuicdo granulométrica e do tamanho médio das
particulas de borra de café foi realizada através da utilizacdo de peneiras Tyler e
difracdo a laser, respectivamente. O primeiro método analisa de uma forma geral a
matéria-prima, de 297 a 1680 um de tamanho de particula, enquanto que o
equipamento por difracdo a laser disponivel no Laboratorio de Processos de
Engenharia de Alimentos do ZEA/ FZEA/ USP possibilita a determinacdo de

tamanhos de particula na faixa de 0,25 a 350 pm.

Distribuicao granulométrica

A distribuicdo granulométrica foi realizada utilizando peneiras Tyler com
meshs de 10, 14, 20, 28, 35 e 48. A distribuicdo dos tamanhos de particula pela
peneira Tyler esta apresentada na Figura 5.2, através da qual se pode observar que
a maior porcentagem de valores de tamanho de particula se concentrou na faixa de
0 a 297 um, para os dois lotes de borra de café cedidos pela Nestlé. Deste modo,
realizou-se a analise por difracdo a laser para averiguar a granulometria nesta

fracao.
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Figura 5.2 Distribuicdo granulométrica da borra de café pela peneira Tyler.
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Fonte: Prépria autoria.

Tamanho médio das particulas

A analise para averiguar o tamanho médio das particulas na fracéo de 0 a 297
um, resultado da analise de distribuicdo granulométrica utilizando peneiras Tyler, foi
realizada através de difracdo a laser, sendo os resultados apresentados na Figura
5.3. Pode-se observar que o tamanho médio das particulas é de 60 a 100 um dentro
da faixa limite de deteccdo do equipamento, e que a borra de café possui tamanhos
de 40 a 150 um segundo este método.

De acordo com Ramalakshmi e Raghavan (2003), a borra de café oriunda do
processamento do café soltvel possui uma granulometria entre 2380 e 841 um. Para
esta pesquisa a borra de café apresentou uma granulometria média menor que a da

literatura.
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Figura 5.3 Distribuicdo granulométrica da borra de café por difracdo a laser.
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Fonte: Prépria autoria.

5.2 Calculo das constantes dielétricas dos solventes utilizados nos

experimentos de extracdo de Gleo

A Tabela 5.4 apresenta os resultados dos calculos das constantes dielétricas
(adimensional) dos solventes utilizados nos experimentos de extracdo solido-liquido
segundo metodologia proposta por Wohlfarth (2015), para os solventes em grau
absoluto e, para os solventes hidratados, segundo equacéo proposta por Tir et al.
(2012).

Pode-se observar que os valores calculados foram mais baixos para o solvente
isopropanol em relacdo ao etanol e, deste modo, pode-se inferir que o solvente
etanol € mais polar que o isopropanol. No caso do efeito da hidratacdo dos
solventes, as constantes dielétricas aumentaram com a presenc¢a da agua em todas
as condicdes estudadas.

Em relagcdo a temperatura do solvente, as constantes dielétricas diminuiram

com o aumento da temperatura para todos os solventes avaliados.
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Tabela 5.4 Constantes dielétricas (g€) dos solventes utilizados nos experimentos de extracéo
so6lido-liquido.

Temperatura (°C)
60 70 80 90
ETO 21,45 20,70 19,96 19,29
ET6 24,16 23,46 22,48 21,66
IPAO 14,23 13,00 11,85 10,73
IPA12 20,40 19,10 17,63 16,21
Fonte: Prépria autoria.

5.3 Avaliagdo da qualidade dos dados experimentais de extragao

A qualidade dos dados experimentais de extracdo do 6leo de borra de café
pode ser avaliada pelo método proposto por Marcilla et al. (1995), o qual calcula o
desvio experimental de cada experimento realizado através da equacédo 4.10. Para o
calculo é necessario o conhecimento da fracdo massica de cada composto
monitorado na fase extrato e, também, a massa da fase rafinado, ou seja, a
comparacao entre as massas de entrada e saida do sistema de extracdo sdlido-
liquido.

A Tabela 5.5 apresenta os desvios experimentais calculados, as condi¢des
experimentais e o numero de repeticdes para cada condicdo experimental estudada.
O numero de repeticdes ndo foi padronizado, mas realizaram-se no minimo duas
repeticbes para cada condicdo experimental.

Através da Tabela 5.5, pode-se observar que os valores de desvio relativo (d)
médio variaram de 0,05 a 1,41 %. Estes valores sdo menores que 5 %, 0 que
demonstra que o0s experimentos realizados apresentaram dados com boa

repetibilidade e precisao.
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Tabela 5.5 Condi¢cdes experimentais e desvios do balangco de massa para 0os ensaios de

extragao soélido-liquido em um estéagio.

% de 4gua no

T (°C) Solvente O (desvio relativo médio) (%) Repeti¢cdes

solvente
0,13+ 0,03 0,35 3
etanol
50 6,1+£0,1 0,05 3
_ 0,07 £ 0,00 0,41 2
isopropanol
11,8+ 0,0 0,18 2
0,22 £0,01 0,64 5
etanol
20 6,6 +0,0 0,39 3
_ 0,1+0,0 0,66 2
isopropanol
12,1+£0,4 0,24 3
0,18 + 0,03 1,41 2
etanol
80 6,3+0,2 0,59 3
_ 0,16 + 0,07 1,04 3
isopropanol
119+04 0,62 3
0,14 + 0,01 0,82 3
etanol
6,2+ 0,0 0,96 3
90
_ 0,11+ 0,01 0,55 3
isopropanol
11,6 £0,3 0,78 3

Fonte: Prépria autoria.

5.4 Estudo do processo de extracdo sdlido-liquido em batelada

Neste trabalho objetivou-se a avaliacdo do efeito da temperatura e do tipo de
solvente alcodlico sobre o rendimento de extracdo de 6leo de borra de café. Deste
modo foram realizados 46 experimentos de extracdo soélido-liquido de 6leo da borra
de café do Lote 1 conforme as condicbes experimentais apresentadas na Tabela
5.5.

ApoOs cada experimento as fases extrato e rafinado foram reservadas e

submetidas as analises fisico-quimicas.

5.4.1 Anédlises da fase extrato e rafinado

A fase extrato dos experimentos de extracdo solido-liquido foi avaliada em
termos de teor de agua, rendimento de Oleo, teor de acidos clorogénicos totais e

rendimento de carboidratos. Na fase rafinado analisou-se o teor de proteina, teor de
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6leo residual e a solubilidade proteica, através da determinacdo do indice de
Solubilidade de Nitrogénio.

A Tabela 5.6 apresenta o teor de agua presente nas fases extrato obtidas das
extracOes solido-liquido do 6leo de borra de café. Verificou-se que mesmo para as
fases extrato obtidas de sistemas utilizando solventes em grau absoluto, a presenca
de agua é consideravel. O teor de agua em cada solvente utilizado esta disponivel
na Tabela 5.5.

A Tabela 5.6 apresenta, ainda, a comparacdo estatistica entre os valores
médios de teor de agua nas fases extrato ao nivel de 95 % de confianca pelo Teste
de Duncan. Os resultados da Tabela 5.6 comprovam a diferenca entre os extratos
obtidos de solventes em grau absoluto e azeotrépico, em termos de contetdo de
agua.

A composicao da fase extrato em termos de teor de agua pode também ser
observada na Figura 5.4, em funcéo da temperatura de processo.

Tabela 5.6 Teor de agua na fase extrato (%, em massa) para diferentes solventes de extracéao.

Etanol Isopropanol
T (°C) 0 % 6 % 0% 12 %
60 2,6 +0,2bC 76+0,1aB 2,2+0,3aC 12,9+0,2 aA
70 29+0,2aC 8,05+ 0,04 aB 2,7+0,5aC 12,8 +0,5aA
80 2,6 +0,2bC 8,6 +0,2aB 2,3+0,1aC 12,6 + 0,1 aA
90 29+0,1aC 8,37+0,00aB 2,65+0,09aC 135+0,6aA

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.

Para os solventes em grau azeotropico, 6 % de agua no caso do etanol e 12
% de agua para o isopropanol, observou-se que a agua presente no solvente
permanece na fase extrato, enquanto que para os solventes em grau absoluto, a
agua presente inicialmente na matéria-prima foi extraida para a fase rica em
solvente (fase extrato). Este fenbmeno de hidratacéo da fase extrato foi previamente
observado para sistemas com farelo de arroz (CAPELLINI, 2013; RODRIGUES e
OLIVEIRA, 2010) e massa prensada de sementes de girassol (SCHARLACK, 2015).



61

Figura 5.4 Teor de agua (% em massa) na fase extrato em funcéo da temperatura de processo.
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Fonte: Prépria autoria.

Com relacdo a temperatura de processo, pode-se inferir que este parametro

nao interfere na transferéncia de agua do sélido para a fase extrato, como pode ser

conferido pela andlise estatistica apresentada na Tabela 5.6.

Os resultados para a extracdo de compostos lipidicos foram expressos na

forma de rendimento, em porcentagem, de acordo com os balancos de massa global

e por componente, considerando principalmente os resultados das analises de

determinacao do teor de solvente na fase extrato e a determinagcéao do teor de 6leo

residual na fase rafinado.

A Figura 5.5 mostra os resultados de rendimento de extracéo para cada tipo

de solvente, enquanto a Tabela 5.7 apresenta a comparacdo estatistica entre os

valores médios de rendimento de extracdo de Oleo pelo Teste de Duncan, ao nivel

de 5 % de significancia.
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Tabela 5.7 Rendimento (g de 6leo extraido/ 100 g de borra de café) das extracdes realizadas

para diferentes condi¢cfes experimentais.

Rendimento (g de 6leo extraido/ 100 g de borra de café Lote 1)

Etanol Isopropanol
T (°C) 0 % 6 % 0% 12 %
60 425+0,05cB -1,13+0,01*cD 11,1+09bA 2,56 +0,01dC
70 7,8+0,1bB 29+0,1bD 13,5+£0,2 aA 56+0,2cC
80 12,3+0,1 aB 50+0,8ab 14,6 £ 0,2 aA 8,5+0,2bC
90 12,2+0,4 aB 55+0,2ab 13,9+0,4 aA 11,6 £0,4 aC

* 0 valor médio negativo € decorrente da baixa concentracdo de 6leo no extrato e alta variabilidade da
andlise.

**médias seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras minlsculas iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Propria autoria.

Através dos dados apresentados na Figura 5.5 e na Tabela 5.7 pode-se
concluir que as extragdes utilizando solventes em grau absoluto resultaram em um
rendimento maior com relacdo aos solventes em grau azeotropico, ou seja, para 0s
solventes com maior hidratacdo ha uma influéncia negativa para a extracdo de
compostos lipidicos. Capellini (2013) observou o mesmo efeito da hidratacdo do
solvente em experimentos de extragcdo de 6leo de farelo de arroz utilizando etanol e
isopropanol, em grau absoluto e azeotrépico como solventes. Este efeito pode ser
decorrente da diminuicdo da solubilidade dos componentes lipidicos nos solventes
com maior quantidade de agua.

Johnson e Lusas (1983) confirmam a menor extracdo de compostos lipidicos
com o aumento da hidratacdo do solvente. Este efeito € atribuido ao aumento da
polaridade do solvente com o acréscimo da 4gua, diminuindo sua afinidade com os
compostos lipidicos que sao apolares.

Na extracdo de oOleo de gérmen de milho, utilizando etanol como solvente,
realizado por Navarro e Rodrigues (2014), o rendimento de extracdo de 6leo foi
consideravelmente maior em etanol absoluto comparado ao solvente em grau

azeotropico.
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Figura 5.5 Rendimento de extracdo (%) de 6leo de borra de café para os diferentes condicdes
experimentais.
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Fonte: Prépria autoria.

Na Tabela 5.7, com relagdo aos solventes etanol e isopropanol, de maneira
geral, independentemente do nivel de hidratacdo do solvente, pode-se observar que
o etanol resultou em valores de rendimento estatisticamente menores quando
comparados ao isopropanol.

Neste contexto, em estudo realizado por Capellini (2013) para as
temperaturas de 50, 70 e 80 °C ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os solventes etanol e isopropanol, em grau absoluto, na extracdo de oOleo de
farelo de arroz. Porém em estudo realizado por Li et al. (2014) para extracdo de oleo
de sementes de colza utilizando Soxhlet, o solvente isopropanol apresentou maior
extracdo de 6leo em comparacdo com o etanol.

Oliveira et al. (2013) avaliaram os mesmos solventes para a extracdo de oOleo
de sementes de maracuja utilizando, também, o extrator Soxhlet. A extracao
utilizando etanol como solvente resultou em valores de rendimento estatisticamente
menores que a extracdo utilizando isopropanol.

Com o objetivo de verificar se as propriedades fisicas, densidade e

viscosidade dos solventes poderiam interferir no rendimento da extracéo, realizou-se
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a determinacdo experimental destas propriedades nas temperaturas de 20 a 70 °C
(293,15 a 343,15 K).

Figura 5.6 Densidade do etanol e isopropanol, em graus absoluto e azeotropico, de 293,15 a
343,15 K.
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Fonte: Prépria autoria.

A Figura 5.6 apresenta as densidades dos solventes etanol e isopropanol, em
graus absoluto e azeotrépico em funcdo da temperatura. O solvente isopropanol
com 0 % de agua apresentou os menores valores de densidade, seguido pelo
solvente etanol absoluto, etanol com 6 % de agua e isopropanol com 12 % de agua.

A Figura 5.7 apresenta a viscosidade em funcdo da temperatura absoluta.
Neste caso pode ser observado que os valores de viscosidade referentes aos
solventes absolutos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa. No
caso dos solventes em grau azeotrdpico, a viscosidade do isopropanol azeotropico é
maior que a dos outros solventes alcoolicos, para toda a faixa de temperatura

estudada.
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Figura 5.7 Viscosidade de etanol e isopropanol, em graus absoluto e azeotrépico, de 293,15 a
343,15 K.
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Fonte: Prépria autoria.

Wisniak et al. (1987) estudou a influéncia da viscosidade no rendimento das
extracbes de Oleo de farinha de jojoba utilizando hexano e isopropanol como
solventes. Os autores reportaram que 0s extratos com maior viscosidade resultaram
em menor taxa de extracdo dos compostos lipidicos.

Em estudo do equilibrio liquido-liquido de 6leo de gergelim e solventes
isopropanol e etanol realizado por Capellini et al. (2014), os autores observaram que
a solubilidade do 6leo aumenta com a utilizagdo do isopropanol, em relacdo ao
etanol, decorrente da presenca de um atomo a mais de carbono na molécula.

Em vista dessas informacgbes, pode-se inferir que, apesar da maior
viscosidade do solvente isopropanol azeotrépico, a qual poderia ocasionar uma
diminuicdo na taxa de extracdo, a presenca de um atomo de carbono a mais neste
solvente em relagdo ao etanol, leva a um aumento da solubilidade dos compostos
lipidicos e, consequentemente a um aumento do rendimento de extragao.

Em adicdo, pode-se sugerir que o rendimento de extragdo de 6leo também
pode ter sido influenciado pela polaridade dos solventes empregados nas extracdes

sélido-liquido. A polaridade dos solventes pode ser representada pelas constantes
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dielétricas de cada solvente. De acordo com os valores de constantes dielétricas
apresentadas na Tabela 5.4, pode-se observar que o etanol, tanto em grau absoluto
como em grau azeotropico apresentaram maiores valores de constantes dielétricas
que o isopropanol em graus absoluto e azeotropico. Os menores valores de
constante dielétrica apresentados pelo isopropanol absoluto podem ter contribuido
para a obtencéo de altos valores de rendimento de extragéo de 6leo.

A transferéncia de acidos clorogénicos totais da borra de café para o 6leo
extraido também foi monitorada neste trabalho. A Figura 5.8 apresenta o teor de
acidos clorogénicos totais no 6Oleo de borra de café obtido com os diferentes
solventes, em fungdo da temperatura de processo enquanto a Figura 5.9 apresenta
o rendimento de extracdo de acidos clorogénicos totais para todos o0s solventes
estudados, em funcdo da temperatura de processo. Estes compostos minoritarios
possuem carater antioxidante contribuindo para a estabilidade oxidativa dos 6leos
vegetais (MARINOVA et al., 2009; SATO et al., 2011; VERZELLONI et al., 2011;
XIANG e NING, 2008).

Figura 5.8 Teor de acidos clorogénicos totais (%) no 6leo extraido em funcao da temperatura

de processo.
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Fonte: Prépria autoria.
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A Tabela 5.8 apresenta os valores médios dos teores de acidos clorogénicos
totais presentes nos Oleos de borra de café obtidos utilizando os solventes
alcoolicos, além do tratamento estatistico destes valores médios pelo Teste de
Duncan, ao nivel de 95 % de confianca.

Pode-se observar pelas Figuras 5.8 e 5.9 que o aumento da temperatura do
processo de extracdo influencia negativamente a extracdo de &cidos clorogénicos

totais da borra de café.

Tabela 5.8 Teor de acidos clorogénicos totais (%) no 6leo de borra de café obtido das
extragdes solido-liquido utilizando os solventes etanol ou isopropanol, nos graus absoluto ou

azeotrépico.

Etanol Isopropanol
T (°C) 0 % 6 % 0 % 12 %

60 0,74+0,03aB 1,18+0,01aA 0,44+0,01bC 0,73+0,01 aB
70 0,62 + 0,04 abB 0,9 +0,1 bA 0,50+0,01 aB 0,61 + 0,04 bB
80 0,55+0,06 bAB 0,7 £0,1 bcA 0,46 = 0,01 bB 0,55 + 0,00 cAB
90 0,50+0,01bB 0,62+0,06cA 0,51+0,01aB 0,51+ 0,02 dB

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 5.9 Rendimento de extracdo de acidos clorogénicos totais (%) no 6leo obtido das

extragdes soélido-liquido nos diferentes solventes utilizados.
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Diferentes estudos relatam que o tipo de solvente e sua polaridade tem

grande influéncia na extracdo de compostos fendélicos. Os compostos fenodlicos séo

altamente polares e, por isso, sdo mais facilmente extraidos por solventes com maior
polaridade (CAPELLINI, 2013; MOURE et al., 2001; SCHARLACK, 2015).

Como visto anteriormente no item 5.2 (Tabela 5.4), a ordem de aumento de

polaridade dos solventes utilizados neste estudo é isopropanol absoluto, isopropanol

azeotropico seguidos de etanol absoluto e etanol azeotropico. Desta forma, pode-se

inferir que o solvente etanol azeotropico (ET6) por ser o solvente mais polar extrai

maior teor de acidos clorogénicos da borra proporcionando a obtencéo de 6leo mais

rico nestes compostos minoritarios.

Bosch et al. (1996), estudou a variacdo do indice de polaridade com a

temperatura. Com a escala de polaridade os autores observaram que a polaridade

diminui com o aumento da temperatura para todos os solventes propostos, o que

esta de acordo com os dados apresentados na Tabela 5.4.

Deste modo, a menor extracdo de acidos clorogénicos com o aumento da

temperatura pode estar diretamente relacionada com a diminui¢cdo da polaridade dos

solventes.
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Neste trabalho monitorou-se o teor de proteinas nas fases rafinado
provenientes das extracfes solido-liquido para os diferentes solventes. Na Figura
5.10 pode-se observar os teores de proteinas nas fases rafinado, em funcdo da
temperatura de processo, e também o teor de proteinas na matéria-prima. A Tabela
5.9 apresenta os valores médios de teores de proteinas nas fases rafinado e a
andlise estatistica pelo Teste de Duncan, ao nivel de 95 % de confianga.

Como pode ser observado através da Figura 5.10, os teores de proteinas na
fase rafinado dos sistemas com o etanol azeotropico como solvente estdo proximos
do teor de proteinas da borra de café inicial, antes de ser submetida ao processo de
extracao.

De maneira geral, nos sistemas de extracdo com o0s solventes absolutos,
principalmente no caso do isopropanol absoluto, pode-se observar um maior
enriguecimento da fase rafinado em termos da fragéo proteica, com o aumento da

temperatura de processo.

Tabela 5.9 Teor de proteinas (% em base seca) na fase rafinado das extragdes sdlido-liquido
realizadas utilizando como solventes, etanol ou isopropanol, nos graus absoluto ou

azeotropico.

T Etanol Isopropanol

(°C) 0% 6 % 0% 12 %

Matéria-prima 153+0,2cA 153+0,2abA 15,3+ 0,2 cA 15,3+ 0,2 bA

60 153+0,2aBC 154+0,2cB 15,0+0,1 bC 15,87 £0,03 bcA 154 +0,1bB

70 1583=x0,2aC 1597+0,04bB 153+0,1abC 17,06+0,05aA 15,6+0,2bBC

16,52 + 0,04 154+0,4 159+0,6
80 15,3%x0,2aC aAB abBC 16,6 + 0,7 abA abABC

90 153+0,2aB 16,65+0,06 aA 15,7+0,3aB 17,1+ 0,2 aA 16,7+ 0,3 aA

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 5.10 Teor de proteinas (%) na fase rafinado em funcéo da temperatura de processo.
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Fonte: Prépria autoria.

Ainda com base nos dados mostrados na Tabela 5.9 e na Figura 5.10, pode-
se observar que a fase rafinado proveniente da extracdo com isopropanol em grau
azeotropico na temperatura de 90 °C apresenta teor proteico similar ao presente nas
fases rafinado oriundas das extracbes com o0s solventes absolutos. Este
comportamento é decorrente do alto rendimento de extracdo de 6leo proporcionado
pelo isopropanol azeotropico na temperatura de 90 °C (vide Figura 5.5).

Pelos balancos de massa global e por componentes das fases rafinado e
extrato, pode-se determinar o rendimento de extracdo de carboidratos totais. A
Figura 5.11 apresenta o rendimento de extracdo de carboidratos totais em fungéo da
temperatura de processo, para 0s solventes etanol e isopropanol, nos graus

absoluto e azeotrépico.
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Figura 5.11 Rendimento de extracdo de carboidratos totais (%) em funcdo da temperatura de

processo.
25

m ETO
O ETé

o)

L ® IPAO

o @207 O IPA12

w2

g =

= O

X B 151

o 8 é

© O

o & 0

£ 5 109 5

® ‘5 u

£ 2

T ®

cC O 5+

o)

. ;

O N T T T T T v T

50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Fonte: Prépria autoria.

A Tabela 5.10 apresenta os valores médios de rendimento de extracdo de
carboidratos totais para os diferentes solventes, além da analise estatistica pelo

Teste de Duncan, ao nivel de 95 % de confianca.

Tabela 5.10 Rendimento de extracdo de carboidratos totais (%) para diferentes condi¢bes

experimentais.

Etanol Isopropanol
T (°C) 0 % 6 % 0 % 12 %
60 11,0+ 0,9 aB 17,5+ 0,3 aA 46+26aC 13+ 2 abB
70 8+x1aA 11 +4 bA 6+4aA 12,3+ 0,7 abA
80 8,6 aB 11,7 £ 0,4 bAB 2+2aB 14+1aA
90 10,5+ 0,7 aB 13,8 £ 0,6 abA 59+0,2aC 9,5+0,8bB

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.

De maneira geral, os solventes hidratados levaram a obtencdo de maiores
valores de rendimento de extracdo de carboidratos totais para todas as temperaturas

avaliadas, como se pode observar pela Figura 5.11. Nesta figura pode-se observar,



72

também, que as barras de erros para alguns dados experimentais estdo elevadas,
principalmente nas temperaturas de 60 e 70 °C, e isto pode ser decorrente da
propagacdo de erros das analises experimentais consideradas para o calculo do
rendimento de extracdo de carboidratos totais. Em adicdo, pela Tabela 5.10 pode-se
verificar que a temperatura de processo nao influencia significativamente os
resultados para a maioria dos solventes empregados.

Scharlack (2015) em estudo de extracdo de 6leo de girassol utilizando os
solventes etanol e isopropanol, absoluto e azeotrépico, observou que o maior teor de
Oleo extraido estava diretamente relacionado com o maior teor de proteinas na fase
rafinado.

Analisando as Figuras 5.5 (rendimento de extracdo de 0leo), 5.10 (teor de
proteinas na fase rafinado) e 5.11 (rendimento de extracdo de carboidratos totais)
pode-se verificar que os resultados mostrados nestas estdo diretamente
relacionadas. De maneira geral, 0 maior enriguecimento em termos proteicos da
fase rafinado € proporcionado pelo maior rendimento de extracdo de Oleo,
principalmente nos casos em que os rendimentos de extracdo de 6leo resultaram em

valores acima de 40 %.

Resultados das analises de composicao em acidos graxos dos 6leos de borra
de café provenientes das extraces com o0s solventes etanol e isopropanol, nos
graus absoluto e azeotrépico, estdo apresentados nas Tabelas 5.11 a 5.14. Nestas
tabelas estdo reportadas as composi¢cdes em acidos graxos dos Oleos obtidos das
extracOes realizadas nas temperaturas de 60 a 90 °C, respectivamente. Estas
analises permitiram verificar a influéncia de diferentes variaveis (temperatura, tipo de
solvente e grau de hidratacdo do solvente) na composicdo em acidos graxos dos
Oleos extraidos.

Com base nas analises estatisticas dos dados experimentias obtidos, pode-se
inferir que h& algumas diferencas significativas, entre a composicdo em &acidos
graxos do Oleo obtido das extracbes deste trabalho em relagdo aos dados de
composi¢cdo em acidos graxos do 6leo obtido por extrator Soxhlet com n-hexano por
Obruca et al. (2014). Entretanto esta diferenca pode ter sido ocasionada pela
diferenca de matéria-prima como pode-se observar no item 5.1.2. E ainda vale
ressaltar que, a borra de café avaliada por Obruca et al. (2014) é originada de
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cafeteira automética, diferente da borra de café utilizada nesta dissertacdo que é
originada de processo industrial de producéo de café soluvel.

Pelos dados experimentais e estatisticos apresentados nas Tabelas 5.11 a
5.14, pode-se verificar que ha diferencas significativas entre alguns dados, mas
nenhum padrdo de comportamento por influéncia da temperatura de processo ou 0
tipo de solvente utilizado na extragéo.

Ahangari e Sargolzaei (2013) realizaram extracdo de 6leo de borra de café
utilizando solventes n-hexano e benzeno utilizando diferentes métodos de extracao
de oleo (extrator Soxhlet, extracdo assistida por ultrassom e extragdo assistida por
microondas). Os autores verificaram que ndo ha diferencas na composicdo em
acidos graxos dos 6leos obtidos através dos diferentes métodos. Estes autores
realizaram, também, a extracdo de 6leo utilizando diéxido de carbono supercritico e
observaram que, neste caso, ha diferencas nas composicbes em &cidos graxos
oriundos dos 6leos, assim como observado por Couto et al. (2009).

De maneira geral pode-se inferir que o0s Oleos obtidos neste trabalho
apresentam maiores valores de razdo &acidos insaturados/acidos saturados e,
consequentemente, maiores valores de indice de iodo que os Oleos extraidos com
hexano. E possivel mencionar, também, que as variaveis tipo e grau de hidratacio
de solvente e temperatura ndo apresentaram efeito estatisticamente significativo
sobre a composicao dos Oleos. Estes resultados estdo de acordo com os dados
apresentados por Capellini (2013) e Scharlack (2015), que avaliaram a extracdo de
Oleo de farelo de arroz e sementes de girassol, respectivamente, utilizando

diferentes solventes alcoolicos e diferentes temperaturas.



Tabela 5.11 Composi¢cdo em acidos graxos para os 6leos de borra de café obtidos a 60 °C com diferentes solventes.

ETO0 % ET6 % IPAO % IPA 12 % Obruca et al. (2014)
Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Massa (%)

Palmitico Ci6:0 27,6 0,1B 28,5 0,48B 26,3 0,6C 27,5 0,2B 35,7A
Estearico C18:0 8,21 0,07 A 7,9 0,1A 8,3 0,4A 8,5 0,2A 7,1B
Oleico C18:1 11,3 0,5AB 11,0 O0,1AB 12,2 1,1A 11,41 0,06 A 948B
Linoleico C18:2 46,7 04A 45,9 0,1B 47,02 0,01A 46,3 0,3 AB 43,7 C
Araquidico C20:0 2,91 0,05 AB 3,4 0,7A 3,0 0,1 AB 2,9 0,1 AB 2,2B
Eicosandico C20:1 0,87 0,02 A 0,8 0,0A 0,84 0,07 A 0,9 0,1A 0,3B
Linolenico C18:3 1,39 0,02 A 1,39 0,02A 1,2 0,3A 1,5 0,1A 1,1A
Behénico C22:0 1,1 01A 1,00 O,01A 1,09 0,04 A 1,03 0,01A 048B
Insaturado/saturado** 1,52 0,03 AB 1,45 0,048B 1,58 0,06 A 1,51 0,02 AB 1,2C
indice de lodo 97,0 0,3B 95,7 0,2C 97,9 0,4A 96,7 0,2B 70,3D

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

** Raz8o massica dos acidos graxos insaturados em relagéo aos 4cidos graxos saturados.

Fonte: Propria autoria.
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Tabela 5.12 Composi¢cdo em acidos graxos para os 6leos de borra de café obtidos a 70 °C com diferentes solventes.

ETO0 % ET6 % IPAO % IPA 12 % Obruca et al. (2014)
Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Massa (%)

Palmitico Ci6:0 27,2 0,1B 27,34 0,04 B 26,3 04cC 27,34 0,04 B 35,7A
Estearico C18:0 8,25 0,03 B 8,4 0,3B 9,4 0,2A 8,4 0,3B 7,1C
Oleico C18:1 11,1 0,1B 11,6 0,2A 11,4 0,1 AB 11,6 0,2A 94C
Linoleico C18:2 47,1 0,3A 46,2 0,7 AB 45,4 0,28B 46,2 0,7 AB 43,7 C
Araquidico C20:0 2,98 0,05B 3,1 0,2B 4,5 0,2A 3,1 0,2B 2,2C
Eicosandico C20:1 0,86 0,02 A 0,81 0,02 A 0,85 0,02 A 0,81 0,02 A 0,3B
Linolenico C18:3 1,5 0,1A 1,47 0,08 A 1,1 0,1B 1,47 0,08 A 1,1B
Behénico C22:0 1,04 0,01B 1,02 0,01B 1,14 0,02 A 1,02 0,01B 04C
Insaturado/saturado** 1,53 0,02 A 1,51 0,03 A 1,42 0,03 B 1,51 0,03 A 1,2C
indice de lodo 97,9 0,1A 96,8 0,2A 95,1 0,1B 96,8 0,2A 70,3 C

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

* *Raz&8o massica dos acidos graxos insaturados em relacéo aos acidos graxos saturados.

Fonte: Propria autoria.
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Tabela 5.13 Composi¢cdo em acidos graxos para os 6leos de borra de café obtidos a 80 °C com diferentes solventes.

ETO0% ET6% IPAO % IPA 12 % Obruca et al. (2014)
Média  Desvio Média Desvio Média Desvio Média  Desvio Massa (%)

Palmitico Ci6:0 27,36 0,00B 27,1 0,5B 26,3 0,6 B 26,4 0,9B 35,7A
Estearico C18:0 8,47 0,01 AB 8,6 0,8A 8,2 0,2 AB 8,3 0,3 AB 7,1B
Oleico C18:1 11,2 05A 11,3 0,1A 11,9 0,6 A 12,7 0,6 A 948B
Linoleico C18:2 46,7 04A 46,5 0,6 A 46,4 04A 46,7 0,8A 43,7 B
Araquidico C20:0 3,01 0,04 A 4 1A 4 1A 2,8 0,1A 2,2A
Eicosandico  C20:1 0,84 0,02 A 0,4 0,6 A 0,90 0,09A 0,82 0,04 A 0,3A
Linolenico C18:3 1,37 0,01A 1,2 0,3A 1,3 04A 1,33 0,03A 1,1A
Behénico C22:0 1,05 0,03 A 1,01 0,02 A 1,07 0,01 A 1,0 01A 04B
Insaturado/saturado** 1,51 0,03 A 1,5 0,1A 1,5 0,1A 1,60 0,07 A 1,2 B
indice de lodo 96,9 0,1A 96,5 0,4A 97,5 0,4A 97,9 0,2A 70,3B

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

** Raz80 massica dos acidos graxos insaturados em relagdo aos acidos graxos saturados.

Fonte: Propria autoria.
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Tabela 5.14 Composi¢cdo em acidos graxos para os 6leos da borra de café obtidos a 90 °C com diferentes solventes.

ETO0% ET6 % IPAO % IPA 12 % Obruca et al. (2014)
Média Desvio  Média Desvio Média Desvio Média  Desvio Massa (%)

Palmitico Ci6:0 27,1 0,48B 27,0 0,7B 27,0 0,7B 27,5 0,2B 35,7A
Estearico C18:0 8,6 0,3A 8,08 0,03 A 7,92 0,06 A 8,5 0,1A 7,1B
Oleico C18:1 11,1 0,2 AB 12 1AB 13 1A 11,1 0,1 AB 94B
Linoleico C18:2 47 1A 47,2 04A 46,4 0,4A 46,6 0,3A 43,7 B
Araquidico C20:0 3,0 0,1A 2,8 0,1A 2,9 0,1A 3,01 0,04 A 2,2B
Eicosandico  C20:1 0,86 0,02 A 0,82 0,02 A 0,82 0,04 A 0,84 0,01A 0,3B
Linolenico  C18:3 1,37 0,04 A 1,35 0,05A 1,30 0,06 A 1,4 0,0A 1,1B
Behénico C22:0 1,03 0,02 A 1,0 0,0A 1,1 0,1A 1,04 0,01 A 048B
Insaturado/saturado** 1,52 0,05 A 1,57 0,05 A 1,57 0,07 A 1,49 0,02 A 1,2 B
indice de lodo 97,3 0,2A 98,0 0,2A 97,4 0,3A 96,70 0,07A 70,3 B

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

** Raz80 massica dos acidos graxos insaturados em relagdo aos acidos graxos saturados.

Fonte: Propria autoria.
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5.4.2 Indice de retencéo

A Figura 5.12 apresenta os resultados de indice de retencdo de solu¢cdo em
funcado do tipo de solvente enquanto a Tabela 5.15 apresenta os valores médios e a
comparacao estatistica pelo teste de Duncan, ao nivel de 95 % de confianca.

Com base na analise estatistica dos valores médios pode-se inferir que ha
diferenca estatisticamente significativa para os diferentes solventes e temperaturas.
De modo geral, os solventes com hidratacdo apresentaram valores superiores de
indice de retencédo quando comparados aos solventes em grau absoluto.

Rodrigues e Oliveira (2010) estudaram a extracdo de 0leo de farelo de arroz
na forma de pellets, utilizando etanol com diferentes niveis de hidratagdo como
solventes. Os autores determinaram indices de retencdo de 0,77 a 1,12 Kg de
solucédo aderida/ Kg de sdlidos inertes. Neste trabalho os autores sugerem que o
aumento da hidratagdo do solvente leva a um aumento dos valores de indice de
retencgéo.

A influéncia da hidratacdo do solvente no indice de retencdo também pode
ser verificada em trabalho publicado por Navarro e Rodrigues (2014), no qual foram
realizadas extracdes sélido-liquido do gérmen de milho, em pellets, utilizando etanol
absoluto e azeotrépico como solventes. Neste trabalho foi observado que para as
extracdes com o solvente etanol azeotrépico os valores de indice de retencao foram
mais elevados que os determinados para as extragcdes com o etanol absoluto,
independentemente da temperatura de extracao.

Capellini (2013) realizou estudo sobre o processo de extracdo de 6leo de
pellets de farelo de arroz utilizando os solventes etanol e isopropanol, em grau
absoluto e azeotropico. Os valores de indice de retencdo de acordo com a autora
diferiram significativamente ao nivel de 5 % de significAncia pelo Teste de Duncan,
sendo maiores para os solventes hidratados em comparagdo com 0s solventes em
grau absoluto. Ainda no trabalho de Capellini (2013) € possivel observar, que os
valores de solucdo aderida por massa de solidos inertes variaram de 0,36 a 0,69
(Kg/Kg) sendo, de modo geral, valores menores que os resultados obtidos neste

trabalho.
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Figura 5.12 indice de retencéo (Kg solucéo aderida/Kg sélidos inertes) como funcéo da

temperatura de processo.
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Fonte: Prépria autoria.

Tabela 5.15 indice de retencdo (Kg solucdo aderida/Kg inertes) para diferentes condigdes

experimentais.

Etanol Isopropanol
T (°C) 0 % 6 % 0 % 12 %
60 1,79+0,02aB 1,97 £0,02 aA 1,78 + 0,06 aB 2,01 +0,07 aA
70 1,9+0,1aA 1,90 + 0,02 bA 1,77 £ 0,05 aA 1,89 + 0,04 bA
80 1,75+0,04aC 1,86+0,00cB 1,58 + 0,00 bD 1,95+ 0,01 aA
90 1,72+0,03aB 1,84 +0,00 cA 1,56 + 0,00 bC 1,87 + 0,01 bA

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.

Zhang et al. (2002) estudaram o tempo de retencao de solugdo no processo
de extracdo de 6leo de algoddo na forma de pellets e laminas, utilizando como
solvente alcool isopropilico com 5 % de hidratacdo. Os autores reportam que 0
indice de retencdo para as matérias-primas na forma de laminas € maior que o

indice de retencdo na forma de pellets. Deste modo, a extragcdo de compostos
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lipidicos da estrutura em pellets foi mais eficiente que na estrutura em laminas,
devido a melhor drenagem da solucéo do sistema.

De maneira geral, os indices de retencdo obtidos neste trabalho
apresentaram valores maiores que o0s valores citados na literatura. Isto pode ser
decorrente, provavelmente, da forma fisica da matéria-prima, borra de café em
granulometria fina, que retém maior quantidade de solu¢gdo no material por mais
tempo.

E também importante comentar que as propriedades fisicas, densidade e
viscosidade dos solventes podem influenciar a quantidade de solugcdo aderida a
massa de sélidos inertes. Como observado nas Figuras 5.6 e 5.7, os solventes em
grau azeotrépico sdo agueles que apresentam os maiores valores de densidade e
viscosidade. Desta forma, pode-se inferir que estes fatores também contribuiram
para a obtencdo de maiores valores de indice de retencdo para 0s solventes
hidratados.

5.5 Estudo do processo de extracdo soélido-liquido em batelada com pré-

tratamento enzimatico

Esta etapa do trabalho foi realizada com o objetivo de melhorar o rendimento
de extracdo de 6leo de borra de café através da utilizacdo de um pré-tratamento
enzimatico. O pré-tratamento proposto teve como finalidade favorecer a liberacdo do
Oleo pela hidrélise das paredes celulares utilizando enzimas (BISHT et al., 2015;
DOMINGUEZ et al., 1996; LI et al., 2012; PASSOS et al., 2009; SOTO et al., 2007).
Além disso, este pré-tratamento poderia possibilitar a utilizacdo de condigbes mais
brandas, em termos de temperatura, na etapa de extracdo utilizando solventes
(DOMINGUEZ et al., 1994; YUSOFF et al., 2015).

As enzimas foram gentilmente cedidas pela empresa Novozymes Latin
America Ltda. Pela composicdo da borra de café a empresa sugeriu a utilizacdo das
enzimas Celluclast® e Viscozyme®, além do fornecimento das curvas de atividade
enzimatica em funcéo do pH e temperatura de cada enzima (Anexo A). De acordo
com estas informacgdes, o pH favoravel a atividade das enzimas é de 4,5a 5,0 e a
temperatura de 45 a 50 °C. A empresa recomendou, também, a utilizacdo de menor

guantidade possivel de agua, zelando pela otimizacdo do processo. Deste modo, a
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razdo solido/liquido de 1/5 foi definida por ser a maior razdo que possibilita a
manutenc¢ao da agitacao do sistema.

Através da realizacdo da pesquisa bibliografica apresentada na Tabela 3.1
alguns parametros foram definidos, como o tempo de tratamento enzimatico de 6
horas, de acordo com os estudos de Li et al. (2012) e You et al. (2011).

O pH da dispersdo de borra de café em agua deionizada apresenta valor na
faixa de pH de 4,0 a 4,5. Devido a este fato optou-se por ndo controlar o pH em
alguns sistemas. De fato, segundo You et al. (2011) o ajuste do pH e a adi¢do de
adgua ndo sao industrialmente desejaveis.

Neste trabalho foram realizados alguns testes para otimizar os parametros do
tratamento enzimatico como a concentracdo enzimatica (1,4 a 14 % em massa com
relacdo a borra de café seca), o pH (4,5 a 5,0) e a temperatura do sistema (45 a 50
°C). Nas Figuras 5.13 e 5.14 estdo apresentados os rendimentos de extracao de
Oleo e de carboidratos para extracdes realizadas a 70 °C utilizando como solventes
o etanol absoluto e etanol azeotropico, respectivamente, com pré-tratamentos
enzimaticos em diferentes condigcbes. As Figuras apresentam, também, os
resultados de rendimento de extracdo de 6leo e de carboidratos das extracfes sem
0 pré-tratamento enzimético, para fins de comparacao.

Na Figura 5.13, observando os dados experimentais para 0s sistemas com
pré-tratamento enzimatico sem o ajuste de pH, na temperatura de 45 °C e a
diferentes valores de concentracédo enzimatica, pode-se verificar que a concentracao
enzimatica a partir de 7 % de enzimas em relacdo a massa de borra seca nao
interfere significativamente no rendimento de extracdo de oOleo. O mesmo
comportamento foi constatado por Bisht et al. (2015) que avaliou o pré-tratamento
enzimatico de améndoas de damasco em pd antes da extracdo de Oleo por
prensagem. Os autores utilizaram as enzimas Pectazyme® e Mashzyme®,
isoladamente ou em conjunto no pré-tratamento enzimatico, e variaram a
concentracdo enzimatica de 0,1 a 0,7 % de enzimas na dispersdo. Neste caso
obtiveram um aumento do rendimento de extragcdo de Odleo até a concentracédo
enzimatica de 0,3 a 0,4 % nas dispersdes com as enzimas atuando isoladamente e

em conjunto, respectivamente.
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Pela Figura 5.14 pode-se observar que todos os experimentos com pré-
tratamento enziméatico resultaram em maiores valores de rendimento de extracdo de
carboidratos, enquanto os valores de rendimento de extracdo de 6leo obtidos foram
abaixo de 5 %.

De acordo com as Figuras 5.13 e 5.14, pode-se observar que 0S
experimentos nos quais a solugcdo tampédo de pH 5 foi utilizada no tratamento
enzimatico resultaram em menores valores de rendimento de extracdo de 6leo e
maiores valores de rendimento de extracdo de carboidratos. Este comportamento de
favorecimento da extragcdo de carboidratos foi observado nos experimentos
utilizando etanol azeotrépico como solvente de extracdo (Figura 5.14) com pré-
tratamento enzimatico sem ajuste de pH a 45 °C ou com monitoramento do pH 5 a
50 °C. O mesmo comportamento foi observado por Hanmoungjai et al. (2002) que
realizaram o tratamento enzimatico, centrifugaram a dispersdo para separar a
solucdo do material sélido e determinaram o teor de aclcares na solucdo e o teor de
Oleo residual no material solido para obter o valor de rendimento de extracdo de
Oleo. Estes autores avaliaram o efeito de varias enzimas no rendimento de extracao
de 6leo e a acdo das enzimas Celluclast® 1.5 L, hemicellulase, Pectinex ultra SP-L®
e Viscozyme® L ndo afetaram significativamente o rendimento de extracao de 6leo
mas resultaram no aumento do nivel de aclUcares na solucdo separada por
centrifugacéo apdés tratamento enzimatico.

Através da Figura 5.13 pode-se inferir que os parametros de pré-tratamento
enzimatico que resultaram em melhores rendimentos de extracdo de 6leo foram:
com ajuste de pH da dispersao no valor de 5 com solucdes de NaOH 0,1 N e/ou HCI
0,1 N, 50 °C e concentracdo enzimética de 1,4 % de enzimas em relagdo a massa
seca de borra de café.

Para avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimatico nos rendimentos de
extracdo de Oleo e acidos clorogénicos, além do impacto no indice de solubilidade
da fracdo proteica da fase rafinado, realizou-se pré-tratamento enzimatico na borra
de café do Lote 2 com ajuste de pH da dispersdo no valor de 5, 50 °C e
concentragéo enzimatica de 1,4 % de enzimas em relagdo a massa seca de borra de
café. Em seguida, o material pré-tratado enzimaticamente foi submetido as
extracdes solido-liquido utilizando os solventes etanol e isopropanol, nos graus
absoluto e azeotrépico, a 70 °C.
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Figura 5.13 Rendimento de extracdo de 6leo (%) e de carboidratos (%) para as extracdes

utilizando etanol absoluto como solvente, a 70 °C, com e sem pré-tratamento enzimatico.
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Figura 5.14 Rendimento de extracdo de 6leo (%) e de carboidratos (%) para as extracdes
utilizando etanol azeotrépico como solvente, a 70 °C, com e sem pré-tratamento enzimético.
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Fonte: Prépria autoria.

A Figura 5.15 e a Tabela 5.16 apresentam os resultados de extracdo de 6leo,
a 70 °C, utilizando como solventes etanol e isopropanol, nos graus absoluto e
azeotropico, com tratamento enzimatico a 50 °C, pH ajustado no valor de 5 e
concentragéo enzimatica de 1,4 % de enzimas em relacdo a massa seca de borra de
café. A Tabela 5.16 apresenta, ainda, a andlise estatistica dos valores médios de
rendimento de extracdo de Oleo pelo Teste de Duncan, ao nivel de 95 % de

confianca.
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Figura 5.15 Rendimento de extracao de 6leo (%) utilizando diferentes solventes, a 70 °C, com e

sem pré-tratamento enzimatico.
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Tabela 5.16 Rendimento de extracdo de 6leo (%) das extra¢fes soélido-liquido com e sem pré-

tratamento enzimético.

Etanol Isopropanol
0% 6 % 0% 12 %
Sempré-ratamento 4,64 08pp  168+07aD 77+laA  32+2aC
enzimatico
Com pre-tratamento g 4,984  0+0bC  66+3bA  30+5aB

enzimatico

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %

de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.

O rendimento de 0leo obtido das extragcbes utilizando etanol absoluto como

solvente foi o que resultou em valor acima do rendimento de 6leo sem o pré-

tratamento enzimatico. Para o solvente isopropanol azeotrépico ndo foi notada

diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o dado sem tratamento

enzimatico.
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Kwon et al. (2013) realizaram um estudo da producao sequencial de biodiesel
e bioetanol com borra de café e obtiveram resultado semelhante com relagdo a
obtencdo de maior teor de acucares no Oleo extraido de borra de café utilizando
hidrolise enzimética. Os autores sugeriram que ha duas razbes para estes
resultados: primeiramente o alto teor de carboidratos na borra de café e, segundo,
que as enzimas utilizadas necessitam de um tempo maior para a hidrélise
enzimatica.

Com os resultados apresentados na Figura 5.15 pode-se concluir que 0s
pardmetros do pré-tratamento enzimatico ainda ndo estdo adequadamente
otimizados. Pode-se supor que o tempo de tratamento enzimatico e, também, os
tipos de enzimas empregadas precisam ser mais bem avaliados para se obter
aumentos expressivos no rendimento de extracao de dleo.

A Figura 5.16 apresenta os resultados de extracdo de carboidratos, a 70 °C,
utilizando como solventes etanol e isopropanol, nos graus absoluto e azeotropico,
com tratamento enzimatico a 50 °C, pH ajustado no valor de 5 e concentracéo
enzimatica de 1,4 % de enzimas em relagdo a massa seca de borra de café. A
Tabela 5.17 apresenta os valores médios de rendimento de extracdo de carboidratos
e a analise estatistica pelo Teste de Duncan, ao nivel de 95 % de confianca.

Tabela 5.17 Rendimento de extracdo de carboidratos (%) das extragdes soélido-liquido com e

sem pré-tratamento enzimatico.

Etanol Isopropanol
0% 6 % 0 % 12 %
Sem pre-tratamento 8+laA 1l1+4aA 6+daA 12,3+ 0,7 bA
enzimatico
Com pre-tratamento 5+3aC 25+6aA 13,6+09aBC 185+0,7 aAB
enzimatico

*médias seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 5.16 Rendimento de extracdo de carboidratos (%) utilizando diferentes solventes, a

70 °C, com e sem pré-tratamento enzimatico.
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Fonte: Prépria autoria.

Os valores médios de rendimento de carboidratos das extracdes sem 0 pré-
tratamento enzimético ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas, ja
os valores médios de rendimento de carboidratos das extracées com pré-tratamento
enzimatico mostraram variagfes significativas, com maior rendimento no processo
de extracdo quando o etanol azeotropico foi utilizado como solvente. Este solvente
também foi o0 que resultou em valores negativos de rendimento de extracédo de 6leo,
mais baixos que os decorrentes dos experimentos sem tratamento enzimatico.

A Figura 5.17 e a Tabela 5.18 apresentam os resultados de extracdo de
acidos clorogénicos totais, a 70 °C, utilizando como solventes etanol e isopropanol,
nos graus absoluto e azeotrGpico, com pré-tratamento enziméatico a 50 °C, pH
ajustado no valor 5 e concentragdo enzimatica de 1,4 % de enzimas em relacao a
massa de borra de café seca.

Em relacdo aos dados experimentais de extracdo de &cidos clorogénicos
totais das extracbes com e sem pré-tratamento enziméatico, pode-se inferir que néo
houve diferenca estatisticamente significativa para os solventes etanol em grau

absoluto e azeotrépico. Deste modo, pode-se afirmar que o tratamento enzimatico
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nao influencia na composi¢céo do 6leo extraido, com relacdo aos acidos clorogénicos
totais, para estes solventes. Por outro lado, observou-se que para os solventes
isopropanol em grau absoluto e azeotrépico o pré-tratamento enzimatico favoreceu a
extracdo dos acidos clorogénicos, sendo estas observacfes compativeis com 0s
aumentos de rendimento de extracdo de carboidratos notados na Figura 5.16 para
os solventes IPAO e IPA12. De fato, pode-se inferir que para o caso da utilizagéo do
isopropanol o uso do pré-tratamento enzimatico tornou o sistema solvente mais

polar, o que favoreceu a extracao de carboidratos e acidos clorogénicos.

Figura 5.17 Teor de acidos clorogénicos totais (%) no 6leo de borra de café obtido das

extragcdes com e sem pré-tratamento enzimatico.
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Tabela 5.18 Teor de acidos clorogénicos totais do 6leo (%) obtido das extracdes sélido-liquido

com e sem pré-tratamento enzimatico.

Etanol Isopropanol

0% 6 % 0% 12 %

Sem pré-tratamento

L 0,62+0,04aB 09+0,1aA 0,50+0,01bB 0,61+0,04bB
enzimatico

Com pré-tratamento

L 0,7+x0,1aB 1,02+0,05aA 0,61+0,02aB 0,75+0,04 aB
enzimatico

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Propria autoria.

A Tabela 5.19 apresenta os resultados de composi¢cdo em &cidos graxos dos
Oleos obtidos das extracBes a 70 °C utilizando como solventes etanol e isopropanol,
nos graus absoluto e azeotrépico, com pré-tratamento enzimético a 50 °C, pH
controlado de 5 e concentracdo enzimatica de 1,4 % de enzimas com relacdo a
massa seca de borra de café.

As composicdes em acidos graxos dos 6leos obtidos das extragbes com pré-
tratamento enzimatico apresentaram diferencas sutis com relagdo a composicédo dos
Oleos extraidos sem pré-tratamento enzimatico, como pode ser observado na Tabela
5.19. Estes dados experimentais comprovam que 0 processo de extracdo e 0
tratamento enzimético n&o influenciam significativamente a composi¢do do 6leo em
acidos graxos. Segundo Bisht et al. (2015) o tratamento enzimatico ndo afeta a

qualidade do 6leo obtido.
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Tabela 5.19 Composicdo em acidos graxos do 6leo de borra de café obtida, a 70 °C, com pré-tratamento enzimatico.

ET0 % ET6 % IPAO % IPA 12 % Obruca et al. (2014)
Média Desvio Média  Desvio Média Desvio Média  Desvio Massa (%)

Palmitico C16:0 27,87 0,02 CB 28,3 0,3B 27,4 0,1D 27,62 0,04CD 35,7A
Estearico C18:0 8,4 0,1 AB 8,22 0,03 B 8,41 0,01A 8,37 0,04 AB 7,1C
Oleico C18:1 10,36 0,03A 10,6 09A 10,2 0,3A 9,9 0,1A 9,4A
Linoleico C18:2 46,76 0,07 A 46 1A 47,5 0,1A 47,68 0,04 A 43,7 B
Araquidico C20:0 3,0 0,1A 3,0 0,1A 2,91 0,01A 2,89 0,01 A 2,2B
Eicosandico C20:1 0,81 0,01A 0,79 0,04 A 0,80 0,02 A 0,77 0,00 A 0,3B
Linolenico C18:3 1,68 0,06 A 1,7 0,1A 1,75 0,06 A 1,63 0,01A 1,18B
Behénico C22:0 1,16 0,05A 1,11 0,01A 1,10 0,01A 1,10 0,01 A 048B
Insaturado/saturado ** 1,48 0,01 AB 1,46 0,06 B 1,51 0,01A 1,5 0,0 AB 1,2C
indice de lodo 97,08 0,04 A 96,6 04A 98,31 0,07 A 98,08 0,02A 70,3 B

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.
** Raz80 massica dos acidos graxos insaturados em relagdo aos acidos graxos saturados.

Fonte: Prépria autoria.
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5.6 Estudo do indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) das fases rafinado
obtidas das extragdes sélido-liquido

Nesta dissertacdo avaliou-se também o impacto das condicfes de extracdo e
tratamento enzimatico sobre a solubilidade da fracdo proteica presente na fase
rafinado. Deste modo, determinou-se o ISN das fases rafinado oriundas das
extragbes, a 70 °C, para todos os solventes avaliados neste trabalho, com e sem
pré-tratamento enzimatico.

Os parametros utilizados na determinacdo de ISN foram definidos de acordo
com o item 5.1.3, no qual as condi¢cdes mais favoraveis para determinacdo do ISN
na borra de café foram: pH 11, agua deionizada como solvente, razdo massica
sélido:solvente de 5:50 e sem tratamento térmico prévio do material avaliado (sem
reducao adicional de umidade).

A Figura 5.18 apresenta os dados de ISN para as fases rafinado provenientes
das extracdes solido-liquido utilizando etanol e isopropanol, nos graus absoluto e

azeotropico, a 70 °C, sem e com pré-tratamento enzimatico.

Figura 5.18 indice de Solubilidade de Nitrogénio (%), no pH 11, para as fases rafinado
provenientes das extracBes a 70 °C utilizando etanol e isopropanol, nos graus absoluto e

azeotrépico como solventes, com e sem pré-tratamento enzimatico.

10 =— =matéria-prima inicial

[ sem pré-tratamento enzimatico
EZZA com pré-tratamento enzimético

g o

= T .

T ] 1

T ==

O

2] 1 i

SO 44 7 w147

©

2] . / / / /

ol | 7 ) 7 //

ETO "ET6  IPAO  IPA12
Tipo de solvente

Fonte: Prépria autoria.



92

A Tabela 5.20 apresenta os valores meédios de ISN das fases rafinado e a

andlise estatistica pelo Teste de Duncan ao nivel de 95 % de confianca.

Tabela 5.20 indice de solubilidade de nitrogénio (%) das fases rafinado das extragdes solido-

liquido a 70 °C, com e sem pré-tratamento enzimatico.

Etanol Isopropanol

0 % 6 % 0 % 12 %

Sem tratamento
enzimatico
Com tratamento
enzimatico

6,2+0,3aAB 59+0,7aB 7,3+0,5aA 6,5+0,1aAB

43+03bA 3,4+02bB 41+03bA 3,2+0,2bB

*médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia pelo Teste de Duncan. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo Teste de Duncan.

Fonte: Propria autoria.

Verifica-se, primeiramente, que as determinacbes de ISN para as fases
rafinado, independentemente das condi¢cBes, resultaram em valores iguais ou
inferiores ao ISN determinado para a matéria-prima borra de café (7,3 + 0,6 %,
conforme apresentado na Tabela 5.3). Capellini (2013) observou 0 mesmo efeito
para as fases rafinado obtidas de extracdes sélido-liquido de farelo de arroz
utilizando etanol e isopropanol como solventes.

As fases rafinado obtidas das extracbes sem pré-tratamento enzimatico
apresentaram valores de ISN estatisticamente iguais. No caso das fases rafinado
resultantes de extracdes com pré-tratamento enzimatico, pode-se observar que 0s
valores de ISN obtidos foram estatisticamente menores que os valores de ISN das
fases rafinado sem pré-tratamento enzimatico.

Em relagéo a influéncia dos solventes nos valores de ISN das fases rafinado
obtidas com pré-tratamento enzimatico, diferencas significativas entre os solventes
em grau absoluto e os solventes em grau azeotrépico foram observadas, sendo
menores os valores de ISN para as fases obtidas com os solventes hidratados. Este
efeito foi, também, observado por Sessa et al. (1998), os quais reportaram que 0S
sistemas de solventes com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas podem
enfraquecer as interacdes hidrofobicas das proteinas, causando a diminui¢cdo do ISN
para os solventes mais hidrofilicos.
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Sawada et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes condi¢cdes de extragao
de 6leo de soja no indice de solubilidade da fracdo proteica obtida. Os autores
concluiram que a solubilidade de nitrogénio da fase rafinado € bastante afetada pela
presenca de agua no solvente e, este mesmo efeito ndo ocorre pelo teor de 6leo
residual na fase rafinado. Deste modo, pode-se inferir que a presenca de 4gua no
solvente utilizado na extragdo influencia negativamente o indice de solubilidade de

nitrogénio.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos para as extragfes solido-liquido em um
estagio de Oleo de borra de café utilizando como solventes etanol e isopropanol, em
grau absoluto e azeotropico, nas temperaturas de operacao de 60, 70, 80 e 90 °C,
pode-se verificar que o0 aumento da temperatura e a ndo hidratagcdo do solvente
influenciaram positivamente no rendimento de extracdo de compostos lipidicos,
sendo que o solvente que resultou em maior rendimento de extracdo de 6leo foi o
isopropanol absoluto. Para este solvente pode ser observado que a partir de 80 °C,
a temperatura nao influencia significativamente no rendimento de extracao de 6leo.

A presenca de agua nos solventes beneficiou a extracdo de compostos
antioxidantes como os acidos clorogénicos, possivelmente em razdo do aumento da
polaridade do solvente. Desta maneira, o solvente mais polar dentre os avaliados
nesta dissertacdo, etanol azeotrépico resultou na obtencdo de maiores valores de
rendimento de extracdo de acidos clorogénicos. Entretanto, este foi 0 solvente que
resultou em menor rendimento de extracao de dleo.

Em adicdo, observou-se que a temperatura do processo de extracdo esta
inversamente relacionada a polaridade dos solventes alcodlicos, ou seja, 0S
processos realizados sob menores valores de temperatura favorecem a extracéo de
acidos clorogénicos, mas prejudicam a extracdo de 6leo. Deste modo, 0S processos
utilizando pré-tratamento enzimatico foram avaliados com o objetivo de se obter um
aumento de extracdo de compostos lipidicos em condicbes mais brandas de
temperatura.

De modo geral, a utlizacdo do pré-tratamento enzimatico resultou em
diferencas significativas nas caracteristicas das fases extrato e rafinado. Porém, o
pré-tratamento enzimatico para a maior parte dos solventes nao foi favoravel para o
rendimento de extracdo de Oleo sendo, desta forma, relevante um estudo mais
aprofundado das variaveis deste tratamento para obtencdo de resultados mais
expressivos em relagdo a extragdo de compostos lipidicos.

A andlise de solubilidade de nitrogénio das fragbes proteicas do material
desengordurado provenientes das extracbes, a 70 °C, com e sem pré-tratamento
enzimatico permite inferir que o0 pré-tratamento enzimatico impactou

significativamente na solubilidade de nitrogénio da fracdo proteica. Além disso, os
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solventes hidratados resultaram em menores valores de indice de solubilidade de
nitrogénio em comparag&do com os solventes absolutos.

Perante os dados experimentais obtidos, conclui-se que é tecnicamente viavel
o emprego de solventes alcoodlicos no processo de extracdo de 6Oleo de borra de
café. No entanto, as condi¢cdes de processo em termos de temperatura e tipo de
solvente alcodlico devem ser avaliadas minuciosamente para que seja possivel a
obtencdo de altos valores de rendimento de extracdo de Oleo com quantidades
apreciaveis de compostos minoritarios de interesse, tais como o0s &acidos

clorogénicos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sugere-se o refinamento e otimizacdo do pré-tratamento
enzimatico para a extracao de Oleo da borra de café.

Além disso, sugere-se 0 monitoramento de compostos minoritarios como 0s
diterpenos caveol e cafestol e o perfil de acidos clorogénicos nos 6leos obtidos de
diferentes condi¢cbes experimentais.
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9 Apéndice

A Figura 9.1 apresenta a curva de calibracdo de acidos clorogénicos totais no
espectrofotometro na regido ultravioleta, a 324 nm. A equacdo 9.1 representa a

curva de calibracdo obtida com coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,9801.

Absorbancia = 3,68 x 1072 x Concentracio (1ug/g) (9.1)

Figura 9.1 Curva de calibracéo de &cidos clorogénicos totais.

Absorbancia

Concentragao (Jg/g)

Fonte: Prépria autoria.
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10 Anexo

Os graficos foram gerados em condi¢cGes de laboratorio em solucdes tamponadas e
podem né&o refletir o desempenho na aplicacdo (NOVOZYMES, 2015).

Figura 10.1 Efeito do pH sobre a atividade da Celluclast® 1.5 L.

Atividade relativa (%)

pH
Fonte: Novozymes Latin America Ltda (informagé&o pessoal)l.

Figura 10.2 Efeito da temperatura sobre a atividade da Celluclast® 1.5 L.

Atividade relativa (%)

Temperatura (°C)
Fonte: Novozymes Latin America Ltda (informacéo pessoal)l'

'Novozymes Latin America Ltda. Informac&o recebida via email em 2015.
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Figura 10.3 Efeito do pH sobre a atividade da Viscozyme® L com diferentes substratos.

Atividade relativa (%)

Fonte: Novozymes Latin America Ltda (informagé&o pessoal)l.

Figura 10.4 Efeito da temperatura sobre a atividade da Viscozyme® L com diferentes
substratos.

Atividade relativa (%)

Fonte: Novozymes Latin America Ltda (informacgé&o pessoal)l.

'Novozymes Latin America Ltda. Informac&o recebida via email em 2015.



