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RESUMO

TSUKUI, Anna. Extracéo assistida por micreondas de 6leo de café verde (ffea arabica
L.) e quantificacdo de diterpenos por cromatografia liquidade alta eficiéncia.Rio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Os diterpenos cauranos cafestol e caveol, presentes exclusivamente na fragdo
lipidica do género Coffea(Rubiaceae), apresentam diversos estudos no que diz respeito aos
seus efeitos fisiologicos e suas implicacdes na saide humana. Neste trabalho foi abordada
uma aplicacdo da extracdo dos lipidios de graos de café verde (Coffea arabical..) a partir do
uso de irradiacdo por micro-ondas, como uma nova, rdpida metodologia de extracdo do 6leo
de café verde com foco nos diterpenos. Com o auxilio da ferramenta estatistica de
planejamento experimental a metodologia foi avaliada e comparada ao método de extracao
por Soxhlet no periodo de 4 horas. Com o emprego da CLAE, a mistura cafestol e caveol foi
quantificada apds metanolise do 6leo por irradiacdo de micro-ondas. O teor em éleo dos graos
de café verde, extraido com éter de petroleo, usando irradiacdo por micro-ondas, foi inferior
ao obtido com o mesmo solvente com uso do extrator Soxhlet, correspondendo a rendimentos
entre 5,86 — 6,87% e 8,60 — 9,21%, respectivamente. A melhor condicdo de extracdo dos
diterpenos ocorre no periodo de 10 minutos e a 45°C. O teor obtido por micro-ondas foi bem
proximo aos de Soxhlet, entre 8031 — 10698 mg/100g e 8366 - 11241mg/100g,
respectivamente, para a mistura cafestol/caveol. Observou-se um bom desempenho do método
proposto, sendo possivel utiliza-lo como novo procedimento de extracdo devido a reducdo do

tempo de extracdo, menor consumo de solvente e maior seletividade para os diterpenos.

Palavras-chave: Micro-ondas; planejamento experimental; 6Oleo de café; quantificacéo;

cafestol; caveol.



ABSTRACT

TSUKUI, Anna. Extracao assistida por micreondas de 0leo de café verde (ffea arabica
L.) e quantificacdo de diterpenos por cromatografia liquida de alta eficiéncieRio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

The kaurane diterpenes cafestol and kahweol are present exclusively in the lipidic
fraction of the genus Coffea (Rubiaceae) and have been studied with respect to their
physiological effects and implications on human health. Here, an application of microwave
irradiation to lipid coffee oil extraction from green coffee beans (C. arabica L.) was
employed as a new, fast and simple methodology for diterpenes extraction. For experimental
design in microwave was compared to a 4 hours Soxhlet extraction, followed by
quantification by HPLC of cafestol and kahweol mixture after methanolysis of the oil by
microwave irradiation. The yield of green coffee oil extracted by microwave irradiation was
lower than Soxhlet, 5.86 - 6.87% and 8.60 - 9.21%, respectively. The best conditions for
microwave extraction were 10 minutes in a extraction at 45 ° C. On the other hand, yield of
the mixture cafestol and kahweol extracted with microwave irradiation was similar to the
Soxhlet procedure, ranging from 8031-10698 mg/100g and 8366-11241mg/100g,
respectively. Due to the good performance of the microwave methodology, it is suggested as a
new extraction procedure to obtain diterpenes from coffee oil due to reduced time of

extraction, lower solvent consumption and greater selectivity for diterpenes.

Keywords: Microwave; experimental design; coffee oil; quantification; cafestol; kahweol.
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1 INTRODUCAO

O café, que se propagou do Oriente para o0 Ocidente, representa um marco na
formacgdo da histéria do Brasil. Considerado como uma grande riqueza brasileira, o café
acelerou o desenvolvimento do Brasil e possibilitou a sua insercao nas relagdes internacionais.
Atualmente, o Brasil € responsavel por 30% do mercado internacional, considerado o
primeiro produtor de café e o segundo mercado consumidor (ABIC, 2012).

O grao pertence a familia Rubiaceae do género Coffeg sendo que as espécies mais
conhecidas e de importancia comercial sdo C. arabicalL. e C. canephoraP. (robusta). As
demais espécies cultivadas representam um acervo para estudos de melhoramento genético
das mesmas (DAVIES et al. 2006).

Quando se trata de café, muito se comenta sobre a cafeina e seu efeito
comprovadamente estimulante. Outro grupo de destaque é o dos acidos clorogénicos, que
apresentam elevada atividade antioxidante (TRUGO; MACRAE, 1984; TRUGO; De
MARIA; WERNECK, 1991; De MARIA et al, 1998; CHOU; BENOXITZ, 1994,
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

O terceiro grupo de substancias de destaque presentes no grao do café verde é o dos
lipideos, tradicionalmente encontrados em qualquer semente e grdo que, no caso do café,
apresenta uma peculiaridade: a presenca de diterpenos de esqueleto caurano (VIANI, 1988;
SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; NIKOLOVA-DAMYANOVA; VELIKOVA; JHAM,
1998).

Alguns estudos mostram a contribuicdo e os efeitos dos diterpenos para a saude. O
efeito anticarcinogénico foi estudado em animais analisando o aumento da atividade da
enzima glutationa Stransferase (GST), um importante sistema de defesa na prevencdo de
tumores (MILLER et al, 1988, CAVIN et al, 2002), bem como seu efeito
hipercolesterolémico, j& comprovadamente associado a ingestdo dos diterpenos presentes nas
diferentes formas de preparo da bebida de café (URGERT; KATAN, 1996; VAN ROOWJI et
al., 1995; RATNAYAKE et al., 1995; LIMA et al., 2010).

O isolamento e a purificagdo dos diterpenos vém possibilitando seu estudo frente a
atividade bioldgica. No entanto, fazem-se necessarias 0 estudo de novas metodologias de
extracdo objetivando ao maior rendimento dessas substancias (OIGMAN et al., 2012). Os

métodos convencionais de extracdo de oleo de gréos do café possibilitam a obtencdo destes
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componentes mediante o emprego de grandes quantidades de solvente, seguido de filtrag&o,
com elevado tempo de analise sem que haja o controle da temperatura de extragéo.

O uso de reator de micro-ondas para fins de pesquisa vem ganhando destaque nos
laboratorios, especialmente por apresentar bons resultados em curto intervalo de tempo e
favorecer, com maior precisdo, o controle das condi¢fes do procedimento. Reatores de micro-
ondas sdo empregados principalmente em reacGes de sintese organica (YEN; CHU, 2004;
PILOTTI, 2006; LI; LE; SHI, 2006; DESAI; DALLINGER; KAPPE, 2006; POLACKVA,;
TOMA; KAPPE, 2007; YOUNG; TORRES-KOLBUS; DEITERS, 2008; PAWELCZYK;,
ZAPRUTKO, 2009; TAO et al., 2009; MATOS; LEAL; DE SOUZA, 2011; DOS SANTOS
CASTRO et al.,, 2011; CAGIDE et al.,, 2011), enquanto sua aplicacdo para extracdo de
substancias de interesse vem sendo explorada mais lentamente (LLOMPART et al.,1997;
GARCIA-AYUSO et al., 1999;: BARREIDA-PEREIRA et al., 2003; ZHANG; YANG;
WANG, 2011; MASON; CHEMAT; VINATORU, 2011; UPADHYAY; RAMALAKSHMI;
RAO, 2012).

O presente estudo visa o desenvolvimento de um método de extracdo de 6leo de café
verde considerando alguns principios da quimica limpa, buscando uma maior seletividade e
rendimento para os diterpenos caveol (7) e cafestol (8), a partir da utilizacdo do equipamento

de micro-ondas de escala laboratorial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TEORIA DO MICRO-ONDAS

As micro-ondas séo ondas eletromagnéticas que consistem dos componentes de campo
elétrico e magnético. A irradiacdo de micro-ondas trabalha na faixa de frequéncia entre 0,3 a
300GHz e comprimento de onda variando entre 1mm e 1m. Na Figura 1 observam-se as
bandas de frequéncia das micro-ondas no espectro eletromagnético, onde sua regido esta
localizada entre o infravermelho e as ondas de radio (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE,
2009).
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Figura 1: Espectro eletromagnético.
Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).

O aquecimento por micro-ondas € diferente daquele utilizado nos fogdes
convencionais e nos banhos de aquecimento externos as rea¢cdes quimicas, que ocorrem por
conducdo, irradiacdo e convec¢do. No aquecimento convencional todo o material que esta no
interior da camara sofre aquecimento, enquanto no micro-ondas o aquecimento dependera do
tipo de material presente no seu interior (constante dielétrica e frequéncia de relaxacdo do
material). Assim, € comum observar que partes do recipiente que contém o produto recém
aquecido por micro-ondas, mas que ndo estdo em contato direto com 0 mesmo, continuam na
temperatura proxima ao ambiente. O aquecimento dielétrico, chamado também de
aquecimento por micro-ondas, é dependente da capacidade do material especifico para
absorver a energia de micro-ondas e converter em calor (por exemplo, solvente ou reagente)
(BARBOZA et al., 2001; AL-MAYMAN; ALZAHRANI, 2003; KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009).
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O aquecimento por micro-ondas pode ser obtido por dois mecanismos principais:
polarizacdo dipolar e conducdo ibnica. A interacdo da componente campo elétrico com a
matriz € chamada de mecanismo de polarizacdo dipolar. O mecanismo se da de forma que
seja necessario que a molécula possua um momento dipolar, para que seja capaz de gerar
calor quando irradiada. Quando aplicada a frequéncia de micro-ondas, o dipolo da molécula
se alinha ao campo elétrico aplicado, e quando o campo é removido as moléculas voltam a um
estado desordenado e a energia que foi absorvida para esta orientacdo € dissipada na forma de
calor. O aquecimento por rotacdo dipolo é extremamente dependente da frequéncia do campo
elétrico e do tempo necessario para que os dipolos retornem ao seu estado de desordem inicial
(tempo de relaxacdo) (Figura 2). Se o dipolo ndo tiver tempo suficiente para realinhar
(irradiacéo de alta frequéncia) ou reorientar rapidamente (irradiacdo de baixa frequéncia) com
o campo aplicado, o aquecimento ndo ocorre. Como o campo elétrico na frequéncia de
2,45GHz oscila (muda de sinal) 4,9 x 10° vezes por segundo, ocorre um pronto aquecimento
destas moléculas (BARBOZA, 2001; SANSEVERINO, 2002; KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009; DE SOUZA; MIRANDA, 2011).
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1- Dipolos alinhados com o campo eletromagnético.
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2- Dipolos ap6s a retirada do campo eletromagnético.
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Figura 2: Moléeculas de agua com (1) e sem (2) influéncia do campo elétrico.
Fonte: Sanseverino (2002).

O mecanismo por conducéo idnica envolve a perda por friccdo, que ocorre através da

migracdo de ions dissolvidos quando sob a acdo de um campo eletromagnético. Estas perdas
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dependem do tamanho, da carga, da condutividade dos ions dissolvidos e interagdo destes
ultimos com o solvente empregado (SANSEVERINO, 2002).

Como dito anteriormente, as caracteristicas de aquecer o material particularmente a
partir da condigdo de irradiacdo por micro-ondas sdo dependentes das propriedades dielétricas
do material. Esse aquecimento ocorre pelo fator de perda que é expresso como o quociente
(tan 6 = €"/¢'), onde &" ¢ a perda dielétrica, que ¢ um indicativo de eficiéncia com o qual a
radiagdo eletromagnética é convertida em calor. O €' ¢ a constante dielétrica que descreve a
polarizacdo de moléculas no campo elétrico. Em geral, os solventes podem ser classificados
como de alta (tan & > 0,5), média (tan 6 > 0,1 — 0,5) e baixa (tan 6 < 0,1) absor¢do de micro-
ondas. O meio reacional onde tan o ¢ alta é devido a absorcdo eficiente e, consequentemente,
0 aquecimento rapido (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009).

Em geral, substancias polares absorvem bem micro-ondas (como agua, acetonitrila,
etanol), enquanto que substancias menos polares (hidrocarbonetos alifaticos ou arométicos)
ou substancias com momento de dipolo nulo (como CCls, CO,) absorvem micro-ondas
fracamente. A Tabela 1 apresenta a constante dielétrica e o fator de perda dielétrica de
algumas substancias (SANSEVERINO, 2002).

Tabela 1: Constante dielétrica, fator de perda dielétrica e fator de dissipacdo de algumas
substancias (20°C e 2,45GHz).

Solventes Alto Solventes Médio Solventes Baixo
(tan o (t an-0®) (tan o
Etilenoglicol 1,350 2-Butanol 0,447 Cloroférmio 0,091
Etanol 0,941 1,2-Diclorobenzeno 0,280 Acetonitrila 0,062
Dimetilsulféxido 0,825 1-Metil-2-pirrolidona 0,275 Acetato de etila 0,059
2-Propanol 0,799 Acido acético 0,174 Acetona 0,054
Acido férmico 0,722 N,N-dimetilformamida 0,161 Tetrahidrofurano 0,047
Metanol 0,659 1,2-Dicloroetano 0,127 Diclorometano 0,042
Nitrobenzeno 0,589 Agua 0,123 Tolueno 0,040
1-Butanol 0,571 Clorobenzeno 0,101 Hexano 0,020

Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).

2.1.1 Aguecimento convencional x micreondas

O método de aquecimento convencional € relativamente lento e ineficiente para a
transferéncia de energia para o sistema, uma vez que depende das correntes de conveccao e da
condutividade térmica dos diferentes materiais utilizados e da sua penetragdo, o0 que
geralmente resulta em temperaturas do recipiente maiores que da mistura. No aquecimento
convencional, a mistura que estd em contato com a parede do recipiente é aquecida

primeiramente, ou seja, 0 aquecimento se da do meio externo para 0 meio interno, através da
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transferéncia de calor por conducdo, seguido da radiagdo e conveccdo. As reagdes se ddo de
forma que a temperatura empregada é mantida a 10-30°C, que depende das propriedades
fisicas e térmicas, acima do ponto de ebulicdo da mistura reacional a fim de se ter um
resultado eficiente. Dessa forma, gera-se um sobre-aquecimento conduzindo a formagéo de
produtos de degradacédo (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009).

O aquecimento por irradiacdo de micro-ondas € mais eficiente, 0 aquecimento ocorre
internamente pelo acoplamento direto da energia de micro-ondas com as moléculas presentes
na mistura da reacdo a ser aquecida, e a mistura é simultaneamente aquecida como um todo
(Figura 3) (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009).

F Convection
Currents

Figura 3: Comparacédo de aquecimento convencional (a) e micro-ondas (b).
Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).

Para que o0 aguecimento por micro-ondas seja eficiente também se faz necessario que o
recipiente seja feito de material transparente as micro-ondas, como silicato de boro, quartzo
ou teflon. A radiacdo passa através das paredes do recipiente e resulta em um gradiente de
temperatura invertido (contrario) ao aquecimento convencional (KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009).

Ao se fazer a comparacdo entre o aquecimento convencional e por micro-ondas ha a
preocupacdo com especulacdes sobre a existéncia de efeitos térmicos, efeitos especificos de
micro-ondas e efeitos ndo térmicos de micro-ondas (KAPPE; DALLINGER; MURPHREE,
2009; DE SOUZA; MIRANDA, 2011).

De Souza e Miranda (2011) fazem uma abordagem bastante explicativa dos efeitos
citados acima. “...0s efeitos térmicos podem ser entendidos como consequéncia direta das
altas temperaturas reacionais, gpedem ser obtidas quda reagentes e solventes polares
séo irradiados com micro n d a sSobre .09 efeitos especificos os autores explicam:

“..todos aqueles efeitos térmicos que nao podem ser reproduzidos pelo aquecimento
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convencional. Neste contexto se encontram persguecimento de solventes a pressao
atmosférica, o aquecimento seletivo de reagentes e a formad#u dpas (pontos isolados
de alta temperatura no meio reacional). E importante ressaltar que apesar destes efeitos
serem produzidos exclusivamente na presenca da irradiacdo de-onidas, seus resultados
observados sé&o funcdo do aumentotelmperatura reacional” E quanto aos efeitos nao
térmicos “...correspondem a todos aqueles efeitos que ndo podem ser explicados como
térmicos ou espéficos de micreo n d a sonde ha 0 aumento da probabilidade de choques
intermoleculares devido as sucessivas mudancas de orientacdo das moléculas polares, em
funcdo da oscilacdo do campo elétrico e mecanismos polares com formagdo de espécies
carregadas no estado de transicdo, ha o favorecimento pela irradiacdo de micro-ondas, devido
a interacdo com o campo elétrico gerado.

Em estudo realizado por esses mesmos autores ha uma observacdo importante quanto
aos efeitos em micro-ondas. Sob condicGes onde o efeito térmico é minimizado, ndo ha
diferenca entre as reacOes realizadas sob irradiacdo de micro-ondas e sob aquecimento
convencional, sendo obtidos tempos de reacdo, rendimentos e seletividades muito proximas.
Esses efeitos podem ser cuidadosamente estudados quando hd um entendimento do tipo de
solventes, frascos utilizados na reacdo, tipo de irradiacdo, agitacéo e leitura de temperatura a
serem empregados durante o experimento (DE SOUZA; MIRANDA, 2011).

2.2 0 GRAO DE CAFE VERDE

O café pertence a familia Rubiaceae, que apresenta cerca de 630 géneros e
aproximadamente 10.700 espécies. A planta de café pertence ao género Coffea (PEREIRA,;
BARBOSA, 2004). Dentre elas, duas s&o as mais importantes comercialmente — C. arabicalL.
e C. canephor&ierre ex A. Froehner (robusta ou conilon) (DAVIES et al. 2006).

Segundo dados da terceira estimativa para a safra de 2012 fornecidas pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2012), que acompanha a trajetoria da
producéo agricola desde o plantio até a mesa do consumidor, a producédo de café no Brasil,
tanto ardbica quanto robusta, devera ter colhido 50,48 milhGes de sacas de 60kg do produto
beneficiado, sendo que a maior producdo corresponde a grdos de café ardbica (75%) seguido
de robusta (25%).

Quando se trata de café muito se comenta a respeito do teor de cafeina e acidos
clorogénicos devido aos seus efeitos no organismo humano. A cafeina (1,3,7-trimetilxantina)

atua como diurético e estimulante do sistema nervoso central e cardiovascular (MORGANO
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et al., 2001). O comportamento do homem adulto quando consome moderada quantidade de
cafeina foi estudado por Smith (2002), entre outros autores, apresentando os efeitos que a
cafeina pode causar. O aumento da atencdo e reducdo da fadiga e a melhora no desempenho
em tarefas de vigilancia podem gerar aumento da ansiedade, entre outros efeitos, quando
ingerida grande quantidade de cafeina, especialmente em individuos sensiveis a essa
substancia.

Outra substancia importante quando se trata de café é o acido clorogénico, que
apresenta atividade antioxidante devido a sua estrutura fendlica. Esse(s) &cido(s), pois na
verdade engloba diversas substancias, sdo 0s principais componentes presentes no gréo de
café verde relacionados a atividade antioxidante do café. Podem ser encontrados como acidos
cafeoilquinicos, dicafeoilquinicos, feruloilquinicos, p-cumaroilquinicos e ésteres mistos dos
acidos caféico e ferulico com acido quinico (FARAH; DONANGELO, 2006).

O terceiro grupo de substancias de grande interesse é dos lipideos, que compreendem
diversos compostos organicos de destaque presentes em plantas, com funcdes energéticas e
metabolicas importantes para o crescimento e sobrevivéncia da planta (SALISBURY; ROSS,
1992; ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000). Os lipidios estdo presentes em muitos setores
industriais e com diversas aplicagdes: na industria de alimentos (como 6leos, margarinas e
laticinios), na industria quimica (como tintas, vernizes e lubrificantes automotores), na
industria de cosméticos (como insumos para a producao de cremes e emulsdes), na indUstria
farmacéutica (aproveitamento da atividade bioldgica) e também como combustivel alternativo
na producéo de 6leo diesel (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000; CURI et al., 2002).

2.3 OLEO DE GRAO DE CAFE VERDE

Nas plantas, os lipidios estdo depositados em células e tecidos especializados apenas
em determinados momentos do ciclo de vida da mesma, sendo que estdo presentes em maior
teor nas sementes. No caso de plantas angiospermas, os lipidios estdo concentrados no
endosperma ou cotilédone, ja nas gimnospermas estdo armazenadas no gametofito feminino
(SALISBURY; ROSS, 1992).

Na planta do cafeeiro, por ser uma angiosperma, os lipidios estdo armazenados em
compartimentos especializados no citosol, onde ha centenas de milhares em cada célula de
armazenamento, conhecidos como esferossomos ou oleossomos. Os oleossomos séo formados
a partir de duas fontes: o reticulo endoplasmatico e os plastidios. Os lipidios se acumulam

entre as duas camadas de fosfolipidios e glicolipidios presentes na membrana externa do
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envelope de plastidios ou na membrana do reticulo endoplasmatico. Esse acimulo provoca a
separacdo de bicamada lipidica em duas metades, formado o oleossomo ou esferossomo
(SALISBURY; ROSS, 1992). Esse acumulo é metabolizado por enzimas hidroliticas durante
0 processo de germinacdo formando os agucares, aminoacidos e outros produtos que seréo
posteriormente transportados para o embrido em fase de germinacdo (KERBAUY, 2004).

A fisiologia do grao de café verde foi estudada por Dedecca (1957) citando que a parte
mais importante da semente, o endosperma, apresenta intensos estudos no que diz respeito a
composi¢do quimica, como &gua, proteina, 6leos, acucares, dextrina, pentosanas, celulose,
acidos, cafeina, e componentes menores. A maior parte dos lipidios do gréo de café verde esta
localizada no endosperma (Figura 4) (SPEER; KOLLING-SPEER, 2001 apud BALZER,
2001) e uma pequena quantidade de cera na parte externa do grdo (LAGO, 2001).

ENDOSPERMA

FRUTO FRESCO
(MESOCARPO, POLPA)

PERICARPO
EXTERNO

PELICULA DO
ENDOSPERMA

Figura 4: Secdo longitudinal do grdo de café (esquerda), foto real (meio e direita).
Fonte: Adaptado de Belitz; Grosch; Schieberle (2009); Neto (2009).

O grao de café verde é considerado um material rico em 6leo, sendo que o café arabica
contém de 7 a 17%. Variagdes no teor em Oleo estdo relacionadas com as condicdes de
cultivo, periodo de colheita e 0 método de extracdo aplicado ao grdo. Devido a isso muitos
trabalhos publicados apresentam teores variados em 6leo, Vidal (2001) e Wagemaker (2009)
obtiveram 13%, Araljo e Sandi (2006) 10%, Ferrari et al. (2010) entre 7,8 a 13,5% em 0leo
extraido por solventes. Para o teor analitico de 6leo obtido por prensagem sdo apresentados
valores menores que a extragdo por solvente quimico, Turatti (2001) obteve valores variando
de 3 a 3,4% para grao verde de café arabica.

Os lipidios contém triglicerideos, acidos graxos livres, hidrocarbonetos e alcodis de
cadeia longa, esterdis e outros. Os acidos carboxilicos podem ser representados pela forma

RCO;H, sendo que o grupamento R € representado por uma cadeia longa, ndo ramificada em
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vegetais, em geral com numero par de &tomos de carbono, podendo ser saturado ou apresentar
uma ou mais ligacdes duplas na configuracéo cis (£) (Figura 5). O grupo carboxila confere
caracteristica polar e a cadeia R a apolaridade (CURI et al., 2002; RIBEIRO; SERAVALLI,
2007).

9

P U Ut UV Acido estearico
@ e C18
(®) HiC COOH Acido oleico
cis, 18:1
10 9
10 )
(©) ch\/\/\_/g/\/\/\/\ Acido linoleico
13 12 COOH cis, 18:2

Figura 5: Acido graxo insaturados: (a) estearico,(b) oleico e (c) linoleico.

A fracdo lipidica de café arabica (Tabela 2) é constituida, principalmente, por acidos
graxos derivados de glicerideos e fosfolipidios; constituintes da matéria insaponificavel,
esterois, di e triterpenos livres e tocoferdis e constituintes da cera que recobrem o gréo. Sua
peculiaridade estd no fato de apresentar alto nivel de matéria insaponificavel, rica em dois
diterpenos da familia dos cauranos, caveol (7) e cafestol (8), que serdo discutidos no Item
2.3.1. (VIANI, 1988; NIKOLOVA-DAMYANOVA; VELIKOVA; JHAM, 1998; SPEER,;
KOLLING-SPEER, 2006).

Tabela 2: Composicao lipidica do 6leo de grdo de café verde arabica.*

Composto Maier (1981)apudSpeer e Nikolova-Damyanova;

Kolling -Speer Velikova; Jham (1998)
(2006)

Triacilglicerois 75,2 75,5

Esteres de &lcoois diterpénicos e 18,5 15,1

acidos graxos

Alcoois diterpénicos 0,4 -

Esteres de esterois e 4cidos graxos 3,2 1,2

Esterois 2,2 1,5

Tocoferois 0,04-0,06 -

Fosfatideos 0,1-0,5 -

Derivados triptaminicos 0,6-1,0 -

*Valores expressos em percentagem de matéria seca.
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Segundo Nikolova-Damyanova, Velikova e Jham (1998) sdo encontrados os seguintes
acidos graxos livres no 6leo de gréo de café verde: acido miristico (2,5%), palmitico (30,4%),
estearico (4,8%), oléico (14,1%), linoleico (44,8%), linolénico (1,8%) e araquidico (1,2%).
Speer e Kolling-Speer (2006) caracterizaram mais 3 acidos graxos livres, o acido eicosendico
(0,3%), behénico (0,5 — 0,6%) e lignocérico (0,2 — 0,4%).

O teor de &cidos graxos livres no grdo de café analisado logo apos a colheita € de
aproximadamente 1g/kg. No entanto, quando se analisa um café com 10 anos de ‘idade’ o
contelido passa para teores maiores que 30g/kg. O aumento no teor de acidos graxos livres é
devido a presenca da enzima lipase, a qual ainda permanece ativa ap6s a colheita do gréo.
Fatores como elevada temperatura e alta umidade influenciam o aumento de acidos graxos
livres quando armazenadas nessas condi¢bes. Graos de café com umidade em torno de 6%
apresentam teor em acidos graxos livres entre 1,9 a 2,3 g/kg. Quando a umidade do gréo € alta
(11%) esse teor aumenta para 4,8g/kg. A 25°C esse teor apresenta uma pequena variacao
(2,7g/kg), no entanto ao armazenar em temperaturas de 40°C esse teor chega a até 7g/kg. O
aumento no teor de umidade do gréo e na temperatura favorecem a hidrolise dos ésteres de
acidos graxos, a decomposic¢do dos diterpenos e ainda provocam efeito negativo na qualidade
sensorial do grdo. Temperaturas baixas de armazenamento com a reducdo do contetudo de
agua no grao verde inibem a atividade da lipase (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

2.3.1 Diterpenos em café

Os terpenos representam um dos grupos mais importantes dos metabolitos secundarios
em plantas, conhecidos como isoprenoides, que incluem todas as substdncias que sdo
derivadas biossinteticamente do componente de 5 carbonos conhecido como
isopentenilpirofosfato (IPP) (1) e que pode ser isomerizado a dimetilalilpirofosfato (DMAPP)
(2), proveniente da via do mevalonato ou da desoxixilulose (DXP). Além da designacdo como
terpenos sdo subdivididos como mono-, sesqui-, di-, ses-, tri- e tetra-terpenos (PORTER;
SPURGEON, 1981).

A condensacéo do IPP (1) com o DMAPP (2) influenciado pela preniltransferase origina
o pirofosfato de geranila (GPP) (3) que pode sofrer alongamento com adicdo de IPP (1)
formando o pirofosfato de geranil geranila (GGPP) (4) dando origem aos diterpenos (Figura
6) JAKIEMIU, 2008; SILVA, 2009).
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oPP

Figura 6: Esquema simplificado da biossintese dos diterpenos.

A ciclizacdo do GGPP (4) resulta em diterpenos monociclicos, biciclicos, triciclicos e
tetraciclicos. O processo responsavel pela ciclizacao é a catalise acida enzimatica que se da a
partir da protonacdo da dupla ligacdo na unidade isopropilideno inicial da cadeia GGPP (4)
levando a dois intermediarios biciclicos, per-hidronaftaleno, o que resulta em duas séries
enantioméricas, a diferenca de cada uma esta na configuracdo invertida de carbono C-5, C-9 e
C-10 resultando no diterpeno “Normal” (5) e seu “Enantidomero” (6) (Figura 7). O caurano
representa um importante grupo dos diterpenos tetraciclicos, constituido pela fusdo de
unidades per-hidrofenantreno (anéis A, B e C) com unidades de ciclopentano (anel D)
formado pela ligagdo entre os carbonos C-8 e C-13 (Figura 8) (GARCIA; OLIVEIRA;
BATISTA, 2007).
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Figura 7: Ciclizagdo do geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (4) sob catalise acida resultando
no diterpeno ‘Normal’ (5) e ‘Enantiomero’ (6).

Os diterpenos caveol (7) e cafestol (8) presentes no éleo de café verde sdo alcodis
pentaciclicos de esqueleto caurano normalmente esterificados com diferentes acidos graxos
(9) (Figura 8) e se apresentam em menor propor¢do na forma livre (SPEER; KOLLING-
SPEER, 2006).

De acordo com a espécie e origem geogréafica do café o teor dos diterpenos pode
variar. Na espécie C. canephorarobusta), o diterpeno cafestol (8) estd em maior teor e 0
caveol (7) em teores minimos ou € inexistente. Em 1987 foi identificada outra substancia, o
16-O-metilcafestol (10) (Figura 8) apenas no café robusta, um marcador da espécie,
confirmado por trabalhos posteriores (PETTITT JR, 1987; KOLLING-SPEER;
STROHSCHNEIDER; SPEER, 1999; SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; SCHARNHOP;
WINTERHALTER, 2009;).



29

7:R=H 1 =H8:R
9 : R = acido graxo 10:R=H; R=CH
Figura 8: Estrutura quimica do diterpeno caveol (7), cafestol (8), esterificacdo com éacido
graxo (9) e 16-O-metilcafestol (10).

A estrutura quimica e a configuracdo absoluta do cafestol (8) foi motivo de estudo de
varios grupos de pesquisa entre os anos de 1941 a 1960, com dados de RMN e medidas de
dispersdo rotatdria que permitiram a determinacdo da configuracdo absoluta desse diterpeno
(BENGIS; ANDERSON, 1932; HAWORTH; JOHNSTONE, 1957; COREY et al., 1957;
DJERASSI; CAIS; MITSCHER, 1959; FINNEGAN; DJERASSI, 1960).

O caveol (7) foi investigado por Bengis e Anderson (1932) que o definiu como sendo
extremamente sensivel ao oxigénio da atmosfera, luz, aquecimento e especialmente a acidos
minerais. Manter esta substancia na forma pura € dificil, e observa-se rapida alteracdo de seu
ponto de fusdo, de sua solubilidade e da atividade Optica. A diferenca estrutural entre caveol
(7) e cafestol (8) esta na presenca de uma dupla ligagdo entre os carbonos C1 e C2 em 7.

A influéncia do processo de torra do grdo de café verde e a exposicdo a elevadas
temperaturas (como nas analises por cromatografia em fase gasosa) afetam o estabilidade do
caveol (7) e do cafestol (8) na forma livre em até 80% do teor inicial. De-hidrocaveol (11) e
de-hidrocafestol (12) (KOLLING-SPEER; STROHSCHNEIDER; SPEER, 1999; SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006; SCHARNHOP; WINTERHALTER, 2009), além de caveal (13),
cafestal (14), isocaveol (15), de-hidroisocaveol (16) (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006)
foram propostos como produtos de degradacdo nestas condi¢Bes. Outros trés componentes
que foram observados por Guerrero, Sudrez e Moreno (2005) apds injecdo a 280°C em
cromatografo gasoso de Gleo de grdo de café verde arabica da variedade Tipica, o 11,12-de-
hidrocaveol (17), 16-O-isobutilcafestol (18) e 16-O-isobutilcaveol (19) (Figura 9).
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Figura 9: Estrutura quimica do de-hidrocaveol (11), de-hidrocafestol (12), caveal (13),
cafestal (14), isocaveol (15), de-hidroisocaveol (16), 11,12-de-hidrocaveol (17), 16-O -
isobutilcafestol (18) e 16-O-isobutilcaveol (19).

Os diterpenos livres nos graos verdes de café estdo em concentracGes inferiores a 0,2
g/kg de grdo (KURZROCK; SPEER, 2001). Até o momento, para a identificagdo do teor total
de caveol (7) e cafestol (8), € necessario realizar hidrélise basica do 6leo extraido do grdo
verde, pois ndo h& metodologia implementada para a quantificacdo dos diterpenos
esterificados. A reacdo de hidrolise ocorre como demonstrada na Figura 10 (a e b). A
diferenca € que a hidrolise bésica (saponificacdo) forma sais de acidos graxos que, quando
acidificados, formam os &cidos graxos respectivos, e a metandlise forma os ésteres metilicos

dos acidos graxos.
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onde, n=14, 16, 17, 18, 18:1, 18:2, 18:3, 20, 21, 22, 23 ou 24.

Figura 10. Reacéo de saponificacdo (a) e Reagdo de metandlise (b)
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Na literatura estdo descritas variagdes no teor de cafestol (9), entre 2,7 a 6,7 g/kg em
café arabica e 1,5 a 3,7 g/kg em café robusta (DE ROSS et al., 1997; NACKUNSTZ; MAIER,
1987; SPEER; MONTAG, 1989) e teor de caveol entre 1,1 a 3,5 g/kg em café arabica e
concentracgéo inferior a 0,1 g/kg em robusta (DE ROSS et al., 1997; KURZROCK; SPEER,
2001; RUBAYIZA; MEURENS, 2005).

Os principais acidos graxos que esterificam os diterpenos no café sdo acido palmitico
(40 - 54,0%) e acido linoleico (19,2 - 30%), seguidos do estearico (8,6 - 11%), oleico (8,2 -
15%) e araquidico (4,5 - 6%). Os diterpenos esterificados com &cido miristico, linolénico,
eicosenodico e behénico representam teores inferiores a 2% (NIKOLOVA-DAMYANOVA,;
VELIKOVA; JHAM, 1998). Outros diterpenos esterificados com acidos graxos insaturados
foram identificados: gadoleinato, heptadecanoato, henicosanoato e tricosanoato de caveol
(SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; GUTIERREZ, 1976; KURZROCK; SPEER, 2001).

Em se tratando da funcionalidade dos diterpenos, a atividade bioldgica do caveol (7)
cafestol (8) foi relatado por Lam, Sparnins, Watterberg (1982), em que palmitato de cafestol e
de caveol aumentaram a atividade da enzima glutationa-S-transferase, que apresenta acédo
protetora contra o estresse oxidativo, o cancer, e outras doencas degenerativas associadas ao
hamsters, resultando em 50% de reducdo do crescimento tumoral apds a aplicacdo do 6leo de
grdo de café verde no animal.

Estudos em animais e sistemas de cultura de células com os diterpenos caveol (7) e
cafestol (8) apresentaram resultados satisfatorios, no que diz respeito aos efeitos bioquimicos
na reducdo de genotoxicidade provocada por agentes carcinogénicos, incluindo o 7,12-
dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), aflatoxina B, (AFB;), benzo[a]pireno(B[a]P) e 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridino (PhIP), além da inducdo de enzimas conjugadas como a
glutationa-S-transferase e glucuronosil-S-transferase; o aumento na expressao de proteinas
envolvidas na defesa antioxidante em células como a y-glutamil cisteina sintetase e heme
oxigenase-1; e a inibicdo de expressdo e/ou atividade do citocromos P450 envolvidos na
atividade carcinogénica como o CYP2C11 e CYP3A2 (CAVIN et al., 2002; LIMA et al.,
2010).

A relacdo do consumo da bebida de café e o efeito provocado por esses dois
diterpenos deve levar em consideragdo os testes com altas dosagens em animais e que podem
ocorrer em humanos que consomem quantidades moderadas da bebida, o correspondente a
cinco xicaras de café ao dia (CAVIN et al., 2002).
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Os diterpenos tém o efeito negativo de aumentar a taxa do colesterol no organismo
humano (WEUSTEN-VAN DER WOUW et al., 1994; URGERT et al., 1995). Esse aumento
decorre da forma de preparo da bebida do café. Os cafés preparados sem filtro, como o
expresso, turco, francés e escandinavo, contém maior teor destas substancias (GROSS;
JACCAUD; HUGGETT, 1997). O café escandinavo, por exemplo, retém 23% dos ésteres
diterpénicos, enquanto o café expresso apresenta 2,5% da quantidade inicial. O café filtrado
com pano ou filtro, usual no Brasil, apresenta teor negligenciavel em diterpenos
(KURZROCK; SPEER, 1997 apud KURZROCK; SPEER, 2001).

2.3.2 Quantificacdo dos diterpenosaveol (7) e cafestol (8)

A quantificacdo dos diterpenos livres totais, aqueles obtidos apds a hidrélise ou
metandlise dos diterpenos esterificados, é frequentemente realizada por CLAE em fase
reversa (C18) com deteccdo em ultravioleta (UV) (220nm) ou detector de arranjo de diodo
(DAD) (220-280nm) (LERCKER et al., 1995; KURZROCK; SPEER, 2001; ARAUJO;
SANDI, 2006; DIAS et al., 2010). Por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em
chama (CG-DIC) ou espectrometria de massas (CG-EM), a anélise deve ser feita em
condicdes de derivatizacdo, usualmente por sililacdo, ja& que os diterpenos livres sofrem
degradacdo térmica (PETTITT JR, 1987; LERCKER et al., 1995; URGERT et al., 1995).

Por cromatografia de permeacdo em gel em Bio beads S-X3 foi relatada a separacéo
dos diterpenos livres e as fracOes coletadas foram analisadas por cromatografia de camada
fina e separadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando fase estacionaria
C18 e deteccdo no UV a 220nm, fase movel acetonitrila:dgua (50:50; v/v) com taxa de fluxo
de 0,6 mL/min e volume de injecdo de 20 pL (KOLLING-SPEER; STROHSCHNEIDER,;
SPEER, 1999).

O isolamento dos diterpenos é usualmente feito ap6s hidrélise ou metandlise em
condicBes de catalise basica, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna
semi-preparativa C18 (GONZALEZ et al., 2001) e por cromatografia em contra corrente de
alta velocidade (HSCCC), seguido de anélises espectroscépicas por RMN de *H e 3C para
confirmagdo estrutural (LAM; SPARNINS; WATTERBERG, 1982; SCHARNHOP;
WINTERHALTER, 2009; DIAS et al., 2010).
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2.4 METODO DE EXTRACAO DO OLEO DE GRAO DE CAFE VERDE

A literatura descreve vérias formas de extracdo de Oleos vegetais dede técnicas
convencionais como a extragdo por prensagem mecanica, pelo uso de solventes quimicos a
técnicas mais modernas como por fluido supercritico e por micro-ondas. A extragdo por
prensagem € a técnica mais empregada para a obtencédo de 6leo de café verde pelas industrias
processadores deste dleo.

A prensagem €& uma prética antiga de extracdo de Oleos, passando de prensas
‘primitivas’ até chegar ao que hoje é usual para muitas industrias, as prensas de parafuso
continuas e hidraulicas (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006). Por ndo utilizar
solvente, essa técnica preserva as propriedades naturais do 6leo. No entanto, a eficiéncia em
extrair 6leo € menor, a menos que seja aplicada alta pressdo, 0 que encarece a técnica
(MORETTO; FETT, 1998).

A extracdo de 6leo de café por solvente é mais eficiente que a prensagem. O emprego
do solvente tem vantagens de garantir um completo desengorduramento do gréo, produzindo
residuo com menos de 1% de 6leo, sendo que a eficiéncia e o rendimento da técnica implicam
no preparo do gréo, tipo de extrator e definicdo das condicGes de operacdo (OETTERER;
REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).

Dois processos ocorrem simultaneos ou consecutivamente quando se trata de grdo e
extracdo de 6leo: a dissolucdo do 6leo que foi liberado dos esferossomos rompidos durante a
moagem e a extracdo do 6leo das células intactas (OETTERER; REGITANO-D’ARCE;
SPOTO, 2006).

O solvente ideal empregado na extracdo deve apresentar propriedades como: a) ter alta
solubilidade em 6leo em baixas temperaturas; b) ter alta seletividade pela substancia a ser
extraida; c) ser inerte quimicamente; d) ndo ser inflamavel, explosivo, irritante, caustico e
venenoso; €) ter baixa viscosidade; f) ser de facil remocdo do residuo e do 6leo; g) ser
imiscivel em &gua; h) possuir baixo ponto ou faixa de ebulicdo e baixo calor de evaporacao; i)
ser pouco poluente. Como nenhum solvente preenche esses requisitos, 0 que se procura é o
menor nimero de desvantagens relacionadas com uma baixa toxicidade e baixo ponto de
ebulicdo (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).
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2.4.1 Método Soxhlet

A Association of Official Analytical ChemistaOAC, 1965) descreve o método de
extracdo com Soxhlet como o padrdo analitico para obtengdo 0Oleo. Deve-se saber que 0
rendimento estd diretamente relacionado com a natureza do grédo, as condi¢des de extracéo,
tamanho de particula, area de superficie, escolha do solvente e tempo de extracdo
(FOLSTAR, 1985 apudSPEER; KOLLING-SEPEER, 2001).

A moagem do grdo verde € um método de reducdo de tamanho pela aplicacdo de
forgas de impacto, compresséo e abraséo. Suas vantagens estéo relacionadas ao aumento da
relacdo superficie/volume aumentando a eficiéncia durante o processo de extracdo, além de
proporcionar uniformidade do tamanho das particulas do grdo (McCABE; SMITH;
HARRIOTT, 1993).

O método da AOAC (1965) utiliza aparelho extrator Soxhlet com tempo de extracdo
de 16 horas a temperatura de ebulicdo do solvente éter de petroleo entre 35-50°C. Varios
estudos para otimizacdo do tempo de extracdo ja foram realizados como o do German Society
for Lipid SciencgDGF), publicado em 1952, sendo este similar ao método da International
Union of Pure and Applied ChemistiyPAC, publicado em 1966, onde se aplica tempo de
extracao de 4 horas usando éter de petroleo como solvente a temperatura de ebulicdo entre 40-
55°C (SPEER; KOLLING-SEPEER, 2001).

A partir de entdo, varios trabalhos com variacbes no tempo e o emprego de
diferentes solventes de extracdo foram publicados objetivando aumento de rendimento em
Oleo (Tabela 3). Mazzafera et al. (1998), Oliveira et al. (2006) utilizaram amostras
previamente secas e 0 extrator Soxhlet durante 16-18 horas obtendo o teor de 6leo de vérias
espécies de grao de café verde. Outros estudos tiveram por objetivo a insercdo de diferentes
solventes que fossem menos toxicos e a busca de alternativas aos processos como, por
exemplo, o trabalho de Lago e Freitas (2006), que analisaram parametros de processo de
extracdo do 6leo de café verde e da borra objetivando a possivel substituicdo do solvente de
extracdo convencional pelo etanol comercial. Wagemaker (2009) extraiu 6leo em aparato Butt
nas mesmas condi¢cdes do método padrdo de extracdo de 6leo da AOAC (1965). Araujo e
Sandi (2006), De Azevedo et al. (2008) extrairam Oleo de café verde por Soxhlet e

compararam o rendimento em 6leo utilizando didxido de carbono em condic¢des supercriticas.
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Tabela 3: Comparacdo dos diferentes tempos de extracdo de 6leo de café vs. rendimento
utilizando extrator Soxhlet.

Referéncia Solvente Tempo de Rendimento de
utilizado extracao (h) extrato (%)
Pettitt, 1987. Eter de petroleo 3 Sl
Dibert e Cros, 1989. Hexano 16 8,3
Carrera et al., 1998. Hexano 8 12-20
Lercker et al., 1995. Hexano 8 SI
Gonzalez et al., 2001. Hexano 8 15
Guerrero; Suarez; Moreno, t-Butil metil éter 5 SI
2005.
Araujo e Sandi, 2006. Hexano 16 Sl
Cizkova et al., 2007. Hexano 4 Sl
Ramalakshmi, Kubra e Rao, Hexano 8 8,4
2008
Oliveira et al., 2008. Hexano 16 10-12
Scharnhop e Winterhalter, 2009.  t-Butil metil éter 5 Sl
Ferrari et al., 2010. n-Pentano 4 7,8-135
Oigman, 2012. Eter de petrdleo 4 7,0

S| =sem identificacdo. (Adaptado de Oigman 2012)

A AOAC (1965) sugere que os lipidios sejam extraidos por repetidas lavagens com
solvente organico (hexano ou éter de petroleo), em aquecimento, sob refluxo. A amostra é
colocada em filtro de celulose ou de papel, que é introduzido na camara de extracdo, entre o
condensador e o baldo contendo o solvente. A base do baldo é aquecida e logo o solvente
comeca a evaporar, condensando para gotejar no filtro que contém a amostra. Deve-se
observar o numero de ciclos de sifonagem para que haja reprodutibilidade a cada

experimento.

2.4.2 Extracdo assistida por micreondas

O uso de micro-ondas em quimica tem objetivado resultados em menor tempo
reacional e, se possivel, seletividade. A seguir foram selecionados trabalhos com o emprego
de micro-ondas onde o processo foi considerado eficiente e satisfatério no que diz respeito ao
tempo de reacdo, menor consumo de solvente de extragdo e capacidade de extracdo das
substancias desejadas.

1 mineralizacdo de borracha e clivagem de ligagGes de enxofre obtendo
rendimento cerca de 100% (PUACZ; SZAHUN; KOPRAS, 1995),

1 extracdo de vérias classes de poluentes organicos na agua e comparagdo com a
técnica convencional de extracdo liquido-liquido (CHEE; WONG; LEE, 1996),
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=

extracdo de farmacos no sangue humano possibilitando maior concentracéo
dos mesmos a partir da extracdo por micro-ondas quando comparado com a
extracdo liquido-liquido (FRANKE; WINEK; KINGSTON, 1996),

1 extracdo de herbicidas de sulfonilureia por micro-ondas, que mostrou ser uma
técnica conveniente para analise desses herbicidas devido ao menor tempo de
extracdo e reducdo em consumo de solventes promovendo maior seletividade
dos mesmos (FONT et al., 1998),

1 extracdo de pigmentos em alimentos por micro-ondas, que possibilitou um
rendimento em até 50% a mais que o processo de extracdo convencional (JUN;
CHUM, 1998),

1 extracdo de antocianinas de espiga de milho roxo por micro-ondas, que
possibilitou a identificacio por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de seis tipos de antocianinas em apenas 19 minutos de
extracdo (YANG; ZHAI, 2010).

1 extracdo de 6leo de oliva por sistema de acoplamento de Soxhlet/micro-ondas
com emprego de tempo de extracdo de 20 — 25 minutos onde foi possivel obter
teor préximo ao método por Soxhlet, que trabalhou com tempo de extracdo de
8 horas, sendo obtido em torno de 42 — 50% e 50 — 52% de 6leo por irradiacdo
de micro-ondas e Soxhlet, respectivamente (GARCIA-AYUSO; LUQUE DE
CASTRO, 1999b).

O primeiro relato do uso de energia de micro-ondas na quimica organica foi publicado
em 1986, onde foi utilizado micro-ondas doméstico para reacdo de sintese e comparado com o
método convencional de aquecimento (GEDYE et al., 1986). A comparacdo da extracdo
assistida por micro-ondas com outros métodos de extracdo sdo apresentados de forma intensa
ao longo dos anos. A Tabela 4 apresenta a comparagdo dos métodos de extracdo em diversos
trabalhos com a irradiagdo por micro-ondas.

Segundo Kappe, Dallinger e Murphree (2009), a maioria dos trabalhos em micro-
ondas resultou na reducdo do tempo de reacdo, aumento de rendimento e aumento da pureza
do produto pela reducdo de reacGes indesejaveis comparado com o0 método de aquecimento

convencional.
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Tabela 4: Comparacdo de meétodos de extracdo de varias substancias com o método de
extragao assistida por micro-ondas.

R Método de Método Solvente de . Avaliacao do
Referéncia ~ : ~ Matri z
extracdo Micro -ondas extracéo resultado
Fluido Hexano/acetona  Componentes Maior eficiéncia na
Llompart et supercritico . fen_ohcos em recuperagdo em
al. (1997) (20min) e 10 min Metanol diferentes micro-ondas (5 — 82
' sonicagdo (3 matrizes de o
min). Diclorometano solos 0).
Extracdo de lipidios:
S(I’th'et Soxhlet (35, 42 e 62
Garcia-Ayuso Soxhlet (10 acoplado Zom Hexano Lipidiosem 3 %).
et al. (1999a) horas). ml(éroo-op as tipos de leite. Micro-ondas (35, 42
(50 min) e 63%).
Garcia- Soxhlet Oleo extraido por:
Ayuso; Luque acoplado com )  Eo0s)
de Castro, Soxhlet (8 micro-ondas Hexano Oleo de oliva So>_<h|et (50 — 52%);
(1999b) horas). (20 25 min) Micro-ondas (42 —
: 50%)
. - Recuperacéo proxima
Baf“ada Soxhlet (20 . Pesticidas a extracdo Soxhlet
Pereira et al. 1-2min Hexano/acetona  organoclorados .
(2003) horas) em plantas (75 — 132%), Micro-
P ondas (81 — 108%).
i Convencional:
Meétodo de clorogtnico, 4o dlrogemito
Upadhyay; aexlgggi?r?eig Aqua cafeina em (3,95%).
Ramalakshmi; qor refluxo 5 min gu graos de café
Rao, (2012) P 5minux verde Micro-ondas: cafeina
(5min). desengordurado. (7,25%) e écido

clorogénico (8,4%).

2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O uso do planejamento experimental baseado em principios estatisticos pode ser
utilizado para melhorar ou otimizar sistemas, produtos e processos, minimizando custos e
tempos operacionais, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos
(RODRIGUES; LEMMA, 2005; BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

Em geral, a estatistica & usada quando a quantidade de informacgdes é numerosa;
porém, a atividade estatistica mais importante ndo € somente a analise de dados, mas também,
o planejamento dos experimentos com que esses dados sdo obtidos. Quando isso é feito de
forma apropriada, muitas conclusdes importantes podem ser obtidas (BARROS-NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2007).

Duas das varias técnicas estatisticas utilizadas na analise dos experimentos sdo a

Analise de Variancia e o Teste F. Este Gltimo é um fator importante para observar o ajuste do
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modelo e verificar se a equacao de regressao € estatisticamente significativa. Ao compararmos
o valor calculado com o valor tabelado, a uma determinada porcentagem de confianca,
podemos observar se 0 modelo é significativo e/ou preditivo. Para que uma regressao seja ndo
apenas significativa, mas também util para fins preditivos, o valor de F calculado deve ser no
minimo de quatro a cinco vezes o valor de F tabelado (BARROS-NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2007).

Para executar um planejamento fatorial completo é necessario, em primeiro lugar,
especificar os niveis em que cada fator serd estudado. Os fatores sdo as varidveis a serem
controladas. Em seguida, é preciso montar uma matriz de planejamento com as combinacdes
completas dos niveis dos fatores (variaveis de entrada) escolhidos. As respostas sdo as
varidveis de saida do sistema e que serdo afetadas por modificacGes provocadas nos fatores.
Apos a identificacdo dos fatores e da(s) resposta(s) deve-se focar o objetivo que se pretende
alcancar com os experimentos aplicados, para assim escolher o planejamento adequado
(BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).
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3 OBJETIVO

Obijetivo geral:
Desenvolver uma metodologia eficiente de extracdo do 6leo de café verde rica em
diterpenos (Coffea arabical.) com reator de micro-ondas e quantificar os diterpenos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Objetivos especificos:

1 Awvaliar o rendimento de extracdo assistida por micro-ondas de 6leo de café verde e
por Soxhlet.

1 Awvaliar as melhores condi¢des de rendimento em Gleo a partir da extracdo assistida
por micro-ondas a partir de planejamento experimental.
Isolar os diterpenos por cromatografia em coluna.

1 Quantificar os diterpenos do 6éleo metanolisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram utilizados 5 tipos de graos de café verde ardbica denominados AT1, AT2, AT3
e AT4, sendo que o grdo AT1 foram utilizados para testes preliminares de extracdo. Os graos
foram moidos em moinho de facas tipo Willye TE- 650 e auxilio do moinho IKA All. Os
grdos moidos passaram por peneiras de aco inoxidavel da Bertel definindo o didmetro de
particula. O grao apresentou granulometria entre 0,35 — 0,85 mm.

Eter de petréleo foi utilizado como solvente de extracdo para todos os gréos estudados.
Os equipamentos de extracdo foram o extrator Soxhlet da Tecnal modelo TE-188/6 com
bateria de extragéo tipo Sebelin e capacidade de 6 extracdes ao mesmo tempo. O reator de
micro-ondas empregado foi 0 Monowave™ 300, Anton Paar com frasco de vidro de boro
silicato de capacidade de 30mL, com sensor de temperatura na lado externo ao frasco e na

parte interna do frasco (termémetro ruby).

4.2. METODOS

4.2.1 Extracao do 6leo de grao de café verde

4.2.1.1 Extrator Soxhlet

A extracdo prosseguiu segundo a Norma Alema de extracdo de lipideos, German
Society for Lipid SciencéDGF), publicado em 1952 e citado por Speer e Kolling-Speer
(2001). O procedimento foi realizado em extrator Soxhlet com 6 extragfes simultaneas. Foi
usada uma proporcao de 4:1 (v/g) éter de petroleo: massa de grdos moidos, a temperatura e 0
tempo de extracdo foram de 45°C e 4 horas, respectivamente. O procedimento da extragéo foi
realizado com repetidas lavagens da amostra (graos moidos) com solvente éter de petréleo em
aquecimento, sob refluxo. 7,5 gramas de gréo de café verde moido foi colocado em filtro de
celulose e introduzido na cdmara de extracdo, que fica entre o condensador e o baldo contendo
éter de petréleo. A base do baldo é aquecida até que o solvente entre em ebulicdo, logo o éter
de petréleo comeca a evaporar e no condensador comeca a gotejar no filtro contendo a
amostra. O ciclo de sifonagem foi controlado manualmente durante as 4 horas de extragédo

para que todos 0s 6 extratores apresentassem o mesmo numero de sifonagem (5 a 6 sifonagem


http://www.tecnallab.com.br/padrao.aspx?produto.aspx?idcontent=3652
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por hora). Seguido da evaporacdo do solvente por rota evaporador, obtendo assim a fragdo de
Oleo dos grédos de café. Sdo utilizados 30mL de solvente para extracdo e mais 80 mL para
‘encharcar’ o material presente na camara do extrator (onde fica amostra). Além de sucessivo
acréscimo de solvente quando necessario, devido este procedimento realizar extracdo em

sistema aberto o que provoca a perda do solvente durante o tempo de extracdo empregado.

4.2.1.2 Extracdo assistida por micro-ondas

A extragdo prosseguiu em reator micro-ondas (Monowave™ 300, Anton Paar), com
proporcéo de 4:1(v/g) éter de petroleo: massa de grdos moidos. Foi aplicado um planejamento
experimental (Item 4.2.2.) com variacdes na temperatura e no tempo. O equipamento trabalho
com agitacdo fixa (600 rpm), poténcia (‘as soon as possible’) até atingir a temperatura
desejada e pressdo limite de operacdo é de 30 bar. Medicdo simultanea da temperatura com
sensor infravermelho e de fibra Optica. Com sistema de compressores de resfriamento a
pressdo de 6 bar. O procedimento de extracdo foi realizado em frasco de vidro de boro silicato
de capacidade de 30 mL, onde foram adicionados 2 gramas do grdo de café verde moido
acrescido de 8 mL de solvente éter de petréleo. De acordo com as condigdes estabelecidas no
Item 4.2.2, seguido da filtracdo do extrato com papel de filtro. O solvente foi evaporado em
rota evaporador, obtendo a massa de 6leo dos grdos de café verde. A Figura 11 apresenta o

perfil das condicBes aplicadas ao equipamento de micro-ondas durante a extragdo do 6leo.

[C] -Povwver -Preszure [ fair]
300 800 |30
200 GO0-+20
100 30010
a _.-'I\ T - = -~ - = = . D__D
0o:00 a7:45 1:3:30 2313 .00

Figura 11: Perfil das condig¢Oes apresentadas no equipamento durante a extracdo do

0leo de café verde.
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4.2.2 Planejamentoexperimental e analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados usando o programa Statistica 7.0 (Statsoft).

Inicialmente foi realizada a extragdo com variacdo somente no tempo, as demais
condigdes foram mantidas fixas para poder verificar a influéncia do tempo em 120, 30, 10 e 2
minutos no rendimento em oleo. A diferenca estatistica com nivel de significancia de 5% foi
avaliada pelo teste Tukey, a partir das diferencas entre os valores das médias de cada corrida
experimental.

Apos a extracdo inicial foi realizado um planejamento experimental fatorial completo
utilizando dois fatores e dois niveis (22), resultando em quatro corridas experimentais para a
extracdo do 6leo por micro-ondas. Na Tabela 5 estdo apresentadas as variaveis independentes
temperatura (°C) e tempo (minutos) e a varidvel dependente o rendimento em 6leo (%) (R), as
demais condi¢des como quantidade de gréo e solvente sdo as mesmas das apresentadas no

paragrafo acima.

Tabela5: Planejamento fatorial completo para extracdo do 6leo de café verde (AT1).

Numero de Corridas Temperatura (°C) Tempo (minutos)
1 30 2
2 30 10
3 45 2
4 45 10

4.2.3 Aquecimento por micro-ondas do 6leo extraido (reacao de metandlise)

A metandlise foi realizada segundo Oigman et al. (2012) com algumas adaptacdes. Foi
utilizado sistema de micro-ondas (Monowave™ 300, Anton Paar) com recipiente de vidro de
boro silicato de capacidade de 10mL. O equipamento trabalho com agitagéo fixa (600 rpm),
poténcia (‘as soon as possible’) até atingir a temperatura desejada e pressdo limite de
operacao é de 30 bar. Medicdo simultanea da temperatura com sensor infravermelho e de fibra
Optica. Com sistema de compressores de resfriamento a pressdo de 6 bar. Foram utilizados
500 mg do oleo de café verde, 3 mL de metanol, 0,23 gramas de catalisador carbonato de
potassio (K,CO3) em condi¢bes de temperatura de 100°C por 5 minutos. ApOs esse
procedimento, o produto metanolisado foi filtrado em papel de filtro para a remocdo do
catalisador. O solvente foi evaporado em rota evaporador e o 6leo foi armazenado sob

congelamento (-16°C) até a realizagédo das analises
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4.2.4 Isolamento de diterpenos

O odleo utilizado para isolamento dos diterpenos foi submetido a metandlise (ltem
4.2.3).

Os diterpenos caveol (7) e cafestol (8) foram isolados por cromatografia em coluna de
bancada utilizado Silica Flash® F60 de tamanho de particula de 40-63um (230-400 mesh)
(Silicycle UltraPure Silica Gels) e as fracbes foram monitoradas por cromatografia em

camada fina (CCF) com silica gel 60 Fys4 (Merck).

- Cromatografia de camada fina (CCF) A CCF foi aplicada objetivando
investigar o comportamento da substancia de interesse de modo geral, estabelecendo a melhor
combinacdo de fase estacionaria (FE) e fase mdvel (FM) para posterior transferéncia das
condigdes para uma boa separagdo por cromatografia em coluna . Foi aplicada a amostra de
6leo metanolisado, padrdo caveol (7) e cafestol (8) (obtido por Oigman 2012) e padrédo
cafeina. Os solventes utilizados foram hexano e acetato de etila em diferentes proporcdes
(80:20; 50:50; 35:65; 20:80, v/v). As placas foram visualizadas em luz ultravioleta de
comprimento de onda de 254nm.

- Cromatografia em coluna: A cromatografia foi realizada de acordo com o
descrito por Still, Kahn e Mitra (1978) com adaptac@es, onde se possibilita calcular o volume
de silica, quantidade de amostra, a taxa do eluente na coluna e volume de eluente a serem
utilizados para uma boa separacdo das substancias de interesse, além de indicar o nimero de
fragdes a serem coletadas. O procedimento seguiu da seguinte forma:

0 A coluna foi empacotada com o primeiro eluente hexano e acetato de
etila (80:20, v/v).

0 O 6leo metanolisado foi completamente solubilizado com metanol e
acrescentou-se a silica (fase estacionaria) formando assim uma ‘pasta’,
o solvente foi evaporado em rota evaporador resultando somente em
uma mistura de FE e 6leo metanolisado.

o Essa mistura foi colocada no topo da coluna ja empacotada seguida da
primeira FM (80:20, v/v). Os outros eluentes foram adicionados em
sequéncia e as fracdes foram coletadas individualmente. As fracOes

foram reunidas por similaridade com auxilio da CCF e o solvente
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evaporado, dando sequéncia as analises de CGAT-EM, RMN e CLAE
(Item 4.2.5,4.2.6 € 4.2.7).

4.2.5 Andlise por cromatografia gasosaa alta temperatura acoplada a espectrometria de
massa (CGATEM, método 1) da mistura caveol (7) e cafestol(8) isolados por

cromatografia em coluna

A mistura dos diterpenos isolada por cromatografia em coluna foi analisada por
cromatografia gasosa de alta temperatura com injecdo on columnacoplada a espectrometria
de massas, aqui definido como método 1. Segundo método descrito por Novaes (2012), foi
utilizado um cromatografo Agilent Technologies 6890N com amostrador automatico 7673.
Foi utilizada coluna capilar cromatogréafica DB-17 (15m x 0,25mm x 0,5 um) e lacuna de
retencdo adaptada por encaixe sob pressao (silica fundida desativada 3 m, 0,25 mm 1.D.). A
temperatura inicial foi ajustada em 50°C a qual se manteve constante por 0,25 minutos e
seguiu com uma taxa de aquecimento de 15°C/min até atingir a temperatura final de 380°C,
permanecendo por 10 min. Foi injetado 1uL de cada amostra na coluna a frio. O gas de
arraste empregado foi o Hélio com fluxo de 2,2mL/min. A temperatura da linha de
transferéncia foi de 380°C e detector com fonte de ions 70eV a temperatura de 220°C e

sistema quadrupolo a 150°C com modo de aquisi¢do scan de 50 — 800 Da.

4.2.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN) d€C da mistura caveol (7) e cafestq(8)

A mistura de diterpenos isolada por cromatografia em coluna aberta foi investigada
por RMN de **C. Foram utilizadas 30,2 mg da mistura caveol (7) e cafestol (8) solubilizada
em cloroférmio deuterado (Merck, Darmstadt, Alemanha) no momento da anélise a fim de
evitar degradacdo dos diterpenos. Foi utilizado aparelho Bruker modelo AC-200 em
frequéncia de 200 MHz. As informac6es dos deslocamentos quimicos (8) foram apresentadas

em unidade adimensionais, representados como parte por milhao de frequéncia aplicada.

4.2.7 Quantificagdo da mistura de diterpenoscaveol (7) e cafestq(8) por cromatografia

liguida de alta resolucdo com detor arranjo de diodos (CLAE-DAD) (método 2)

A partir dos diterpenos caveol (7) e cafestol (8) isolados em mistura por cromatografia

em coluna foi possivel a construcdo da curva analitica empregando seis diferentes
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concentragdes (0,016 — 0,136mg/mL) a partir da solugéo estoque (1,0mg/mL), as quais foram
injetadas 20 uL no CLAE. O modelo do equipamento usado foi o UFLC Shimadzu, equipado
com desgaseificador DGU-20%;, duas bombas de alta pressdo LC-20AD, injetor automatico
modelo SIL-20AF. Coluna analitica (150mm x 4,6 mm) Zorbax Eclipse XDB-C18. A fase
movel foi metanol:adgua (68:32, v/v). O fluxo foi de 0,7 mL/min. A deteccdo foi em 220nm
com detector DAD modelo SPD-M20A. As mesmas condi¢des cromatograficas foram
aplicadas para a quantificacdo dos diterpenos nos 6leos metanolisados para os demais graos
de café verde. As injecbes foram efetuadas em triplicata (n=3) e uma &rea média para cada
concentracgéo foi obtida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA DA EXTRACAO
DE OLEO DE CAFE ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

A primeira parte da extracao visou verificar se o tempo de extracdo influenciaria o teor
em Gleo extraido. De acordo com os teores de 0leos observados na Tabela 6 para o grdo AT1
verificou-se que as diferencas séo significativas (Tukey a p<0,05) para os tempos de 120 a 2
minutos para a extragdo por micro-ondas e para os tempos de 240 a 30 minutos para extracao

por Soxhlet.

Tabela 6: Teor (%) de 6leo de grdo de café verde arabica (AT1) com variacdes no tempo de
extragdo.

< Tempo de Temperatura de Teor em Oleo
Grdo extragao (min) extragao (°C) (%) CV (%)
Micro-ondas 120 6,85% + 0,07 1,13
30 45 6,21°° £ 0,15 2,42
10 6,17° £ 0,12 1,88
2 5,92°+ 0,01 0,29
240 8,60% + 0,26 3,04
Soxhlet 120 Ebulicdo do solvente 7,79° £ 0,01 0,16
30 6,96°+ 0,11 1,57

Micro-ondas: 2g de amostra/8mL de solvente; Soxhlet: 7,5 g de amostra/30 mL de solvente.

Valor da média + desvio padréo

Médias com letras diferentes na mesma coluna para cada método estudado ndo apresentam diferenca
significativa (Tukey a p<0,05).

Observa-se que a extracdo ao longo do tempo segue um comportamento crescente
(Figura 12) para ambos os métodos até um ponto em que a extracdo ndo é mais possivel,
tornando assim o teor constante ao longo do tempo. No entanto, faz-se necessario o estudos de
mais pontos para se ter maior confirmacédo dos resultados.

Ao avaliar os calculos de massa de Gleo extraido para ambos os métodos € possivel
obter resultados interessante. O tempo de extracdo de 240 minutos em soxhlet obtém uma
massa de Oleo de 0,645 gramas e para 0 micro-ondas em tempo de extracdo de 10 minutos
obtém uma massa de 0Oleo de 0,1234 gramas. No entanto, ao repetir a extragdo por micro-
ondas (10min) durante 240 minutos obtém massa de 6leo de 2,961 gramas. Ou seja, trabalhar

com extracdo por micro-ondas em tempo de extracdo de 10 minutos é possivel obter maior
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massa de 6leo quando realizado 24 vezes, obtendo massa em 6leo superior a extracdo por

soxhlet a 240 minutos de extracao.
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Figura 12: Curva de rendimento de 0leo de café verde arabica em diferentes tempos

de extracéo.

Além de observar que o consumo de solvente de extracdo no micro-ondas é menor que
0 método por Soxhlet, correspondendo a apenas 8 mL e 30mL, respectivamente. No método
de extracdo por Soxhlet € necessario que haja um excedente de solvente (80mL) para
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‘encharcar’ o material sélido e s6 entdo adicionar o volume que realmente ird extrair o 6leo do
grdo a partir de sucessivas lavagens com solvente sob refluxo, além da perda do solvente por
evaporacdo. O metodo por micro-ondas tem também menor perda de solvente por evaporacgéo
durante o procedimento de extracdo devido trabalhar em sistema fechado.

A segunda parte da extracdo assistida por micro-ondas objetivou aplicar um
planejamento experimental variando as condic¢des de tempo e temperatura de extracdo (Tabela
7). Apbs observar o comportamento do Oleo extraido em diferentes tempos. Foi aplicado
planejamento experimental objetivando estabelecer a condigdo 6tima de extragdo do dleo de
café verde arabica por irradiacdo micro-ondas. Foi usado um planejamento fatorial completo

com 2 niveis e dois fatores para a obtencdo de um possivel modelo estatistico.

Tabela 7: Rendimento (%) de 6leo de grdo de café verde arébica aplicando planejamento
experimental na extracdo assistida por micro-ondas.

5 Tempo de Temperatura de Rendimento 0
Grao extracao (min) extracao (°C) (%) CV (%)

2 30 5,83; +0,18 3,22

10 30 6,47 + 0,02 0,34

ATl 2 45 6,20° £ 0,14 2,33

10 45 6,87°+0,14 2,08

Valor da média + desvio padréo
CV = coeficiente de variagdo
Médias com letras diferentes na mesma coluna nio apresentam diferenga significativa (Tukey a p<0,05).

Ao aplicar o planejamento experimental fatorial 2 niveis com 2 fatores (2%) foi
possivel obter um modelo (Equacdo 1) com coeficiente de correlacdo R = 0,9549 e
determinacéo R? = 0,9119, ou seja, 91,19% da variacéo total em torno da média é explicada
pelo modelo e para os residuos ficam 8,81%. Segundo Barros-Neto, Scarminio e Bruns (2007)
guanto mais préximo de 1 estiver o valor de R?> melhor tera sido o ajuste do modelo as
repostas observadas. Além do valor de R? para considerar o modelo adequado, deve-se
analisar conjuntamente o valor dos residuos e a sua normalidade, assim verificar se ndo ha
nada de errado no modelo proposto. A interacdo dos fatores (tempo e temperatura) nao

apresentou significancia estatistica (p<0,05), logo foi desconsiderado do modelo.
Rendimento (%) = 4,84 + 0,0285 T + 0,075t + ¢ Eq.l

Ao analisar os residuos foi observado que o mesmo segue uma distribuicdo normal

devido estarem proximos da linha que indica a distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana)
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(Figura 13 A). O limite de confianca de 95% para os residuos x rendimento foi satisfatorio por

estarem dentro do limite estabelecido (Figura 13 B).
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Ap0s observar que os residuos seguem uma distribuicdo normal permitiu-se assim

realizar a analise de variancia para os parametros de regressdo da extracdo assistida por

micro-ondas (Tabela 8).
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Tabela 8: Andlise de variancia da extracdo assistida por micro-ondas.

Média

Soma Grau de »
Fatores " ) quadrética F p

guadratica liberdade (MQ)
Temperatura (°C) (T) 0,548026 1 0,548026 28,20747 0,000719
Tempo (min) (t) 1,096283 1 1,096283 56,42681 0,000069
Falta de ajuste (faj) 0,003384 1 0,003384 0,17416  0,687413
Erro puro (ep) 0,155427 8 0,019428

Total da Soma quadratica 1,803120 11

F= distribuicéo de Fisher; Biaj, ep)1:8) 5% = 5,32

O valor de MQ+/MQg, = 28,207 e MQ/MQep = 56,426, que representa o valor de F (F
= MQfato/MQerro puro) € maior que o valor de F tabelado para o grau de liberdade do
temperatura (gl = 1) e do tempo (gl = 1) com o grau de liberdade do erro puro (gl = 8) € de
F1s = 5,12 no nivel de 95% de confianga. Isto indica que a regressao € significativa, pois o
emprego do teste F pressupde uma distribuicdo normal dos residuos, ou seja, a variancia é
constante em toda a faixa da curva e os residuos estdo aleatoriamente distribuidos, o que
corrobora com o grafico da probabilidade normal (Figura 12 A).

Ao analisar o valor de MQg;/MQgp = 0,17416 observou-se que € bem menor que Fyg=
5,12 tabelado, no nivel de 95% de confianca. Isto indica que a regresséo € significativa, pois o
emprego do teste F da razdo MQg/MQe, avalia que o modelo estda bem ajustado as
observacdes, ou seja, ndo ha falta de ajuste do modelo.

A partir do gréafico de superficie de resposta (Figura 14) é possivel observar a cor
intensa em vermelho, a qual representa 0 maior valor em rendimento em 6leo correspondendo
a melhor condicdo de extracdo de temperatura (45°C) e tempo (10min). As curvas de niveis
sdo apresentadas ao longo do gréfico, cada linha desse gréafico tem o mesmo valor de variavel
de resposta. Como essas linhas sdo paralelas, o efeito de interacdo entre os fatores (tempo e
temperatura) ndo sao importantes.

A partir do resultado da melhor condicdo de extracdo esta serd, posteriormente,

aplicada & extracdo do 6leo para os demais gréos de café verde arabica.
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Figura 14: Gréafico de superficie de resposta para o rendimento em 06leo a partir da extracdo
assistida por micro-ondas do grédo AT1.

5.2 EXTRACAO DO OLEO DE CAFE VERDE

Neste topico serdo abordados os teores de Gleo obtidos a partir dos métodos de
extracdo por Soxhlet de 4 horas de extracdo segundo metodologia descrito pela norma alema
German Society for Lipid Scien¢BGF), publicado em 1952 e por extracdo assistida por
micro-ondas elaborada neste trabalho, seguida da comparacdo de ambos os métodos com o
intuito de avaliar a eficiéncia dos métodos de extracdo propostos. Todos 0s grdos
apresentaram a mesma faixa de didmetro de particula entre 0,35 — 0,85 mm. Foi utilizado o
mesmo solvente de extracdo, éter de petrdleo, e a mesma propor¢do de volume de solvente
para massa de grao (4:1, v/g). A Tabela 9 apresenta os teores obtidos para os métodos Soxhlet
e micro-ondas.

O procedimento de extragdo por micro-ondas prosseguiu de acordo com a selecdo dos
mesmo, descrito no item 5.1, a partir da melhor condicdo de extracdo para obtencdo de maior
teor em 6leo (45°C / 10 minutos). No grdo AT1 foi observado maior teor em oleo, o qual

apresentou diferenga significativa (Tukey a p<0,05) quando comparado aos demais grdos de
café.



Tabela 9: Teor (%) de 6leo de gréo de café verde arabica.

Método de Graos
Extracéo AT1 (%) AT2 (%) AT3 (%) AT4(%)
Soxhlet 8,60°+0,26 |9,21°+0,18 | 8,71°+0,17 | 8,98°+0,12
(3,04) (1,91) (1,91) (1,31)
Micro-ondas | 6,87°+0,14 | 5,97°+0,17 | 5,92°+0,02 | 5,86°+ 0,20
(2,08) (2,85) (0,27) (3,44)
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Valor da média + desvio padrdo (Coeficiente de variacdo); Soxhlet 4 horas, até ebulicdo do solvente; Micro-
ondas: 45°C /10 min;
Médias com letras diferentes na mesma linha nao apresentam diferenga significativa (Tukey a p<0,05).

O procedimento de extracdo em Soxhlet com emprego de tempo de extracdo de 4
horas (DGF, 1952 apud SPEER; KOLLING-SPEER, 2001) para os 4 tipos de grdos de café
verde arébica apresentou perfil similar, com excecdo do grdo AT2. Houve o cuidado em
padronizar o numero de ciclos de sifonagem para os 6 extratores, para que houvesse
reprodutibilidade a cada experimento. Anteriormente, nosso grupo viu-se a frente de variacoes
pronunciadas neste método, possivelmente relativas a sifonagem, visto que os dados aqui
obtidos corrigiram a variagéo anterior (Oigman, 2012).

Na literatura estdo descritas diversas formas de extracdo por Soxhlet, os quais fazem
uso de outros solventes e realizam a extracdo em tempos diferentes ao apresentado pelos
orgdos reguladores DGF (1952) e AOAC (1965). Os teores obtidos no presente trabalho
foram similares aos outros trabalhos, que utilizaram tempos superiores a 4 horas (DIBERT;
CROS, 1989; OLIVEIRA et al., 2006; RAMALAK; KUBRA; RAO, 2008; OIGMAN, 2012)
para extracdo de 6leo de grdo de café verde, indicando que o procedimento de extracdo de 4
horas foi suficiente para obter resultado coerente em rendimento em déleo e evitando a
possivel formacdo de produtos de degradacdo devido ao aquecimento durante o procedimento
(KAPPE; DALLINGER; MURPHREE, 2009).

5.3 OBTENCAO DA MISTURA DE DITERPENOS POR CROMATOGRAFIA EM
COLUNA ABERTA

5.3.1 Cromatografia em camada fina
O oleo de gréo de café verde foi metanolisado por irradiacdo de micro-ondas segundo

método proposto por Oigman et al. (2012). A cromatografia de camada fina foi utilizada para

verificacdo do perfil das substancias presentes no 6leo metanolisado.
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O estudo de diferentes proporcfes dos eluentes (acetato de etila e hexano),
inicialmente testado em cromatografia em camada fina (CCF) teve como finalidade avaliar a
melhor proporcdo dos mesmos para eluir os diterpenos presente na amostra e evitar a eluicéo
concomitante dos ésteres de acidos graxos metilados e outros. A melhor proporcéo para
eluicdo dos diterpenos foi de 65:35 (v/v) de acetado de etila e hexano. Segundo Collins, Braga
e Bonato (2009), a fase mdvel comeca a se movimentar em fluxo ascendente e por
capilaridade diminui de modo gradativo, podendo parar por completo quando a forca
ascendente da capilaridade for neutralizada pela agéo da gravidade.

A distancia percorrida pelos solutos resultou na ilustragdo da Figura 15. As
substancias de interesse, os diterpenos caveol (7) e cafestol (8), resultaram em um fator de
retardamento (Rs) de 0,33 e, de acordo com Still, Kahn e Mitra (1978) a escolha do solvente
para uma boa separacao das substancias de interesse e movimento desejado das mesmas deve

apresentar um R; = 0,35.

° o
° o =043
1 = 6leo metanolisado
P 2 = padréo cafeina
f-1--k-d4--F-1 3 = padréocafestol
1234 4 = mistura de ésteres de 4cidos graxos metilados

Figura 15: Cromatografia em camada fina do 6leo metanolisado por irradiacdo de micro-
ondas. Condicdes: placa de silica gel 60 F,s4, acetato de etila:hexano (65:35, v/v).

5.3.2 Cromatografia em coluna aberta

O isolamento da mistura de diterpenos livres foi efetuado segundo o perfil das
substancias apresentados na cromatografia em camada fina. O meétodo de separacdo
empregado para o isolamento em coluna aberta é por adsor¢do em silica, onde as moléculas
de solvente competem com as moléculas de soluto pelos sitios de ligagdo na fase estacionéria.
A silica gel flash (SiO;) utilizada como fase estacionaria na cromatografia em coluna
possibilitou isolar os diterpenos de interesse, estes ficaram adsorvidos na fase estacionaria
devido a presenga de hidroxilas na estrutura quimica dessas duas substancias, além da

utilizacdo de silica com didametro de particula de 40-63um, altura de coluna de silica e a taxa
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de fluxo aproximado de 2 cm/min da fase movel possibilitando a maior eficiéncia da
separacdo da mistura de diterpenos.

Foram obtidas 70 fracdes. Aquelas correspondentes aos diterpenos (fracdo 35 — 56)
foram reunidas por similaridade com auxilio da CCF seguida da evaporacdo dos solventes.
Foi obtido 9 % da mistura de caveol (7) e cafestol (8) e que posteriormente foram observadas
em CCF (Figura 16), verificando-se uma boa separacdo da mistura de diterpenos das demais

substancias presentes, como a cafeina e os ésteres de acidos graxos metilados.

o oR-43
-___l.___.l.___.
1 2

1 = padréo cafestol
2 = diterpenos isolados na coluna

Figura 16: Cromatografia de camada fina da mistura de diterpenos isolado por cromatografia
em coluna aberta.

5.3.3 Avaliagdo por cromatografia gasosa com injecaa frio na col una- (“co
col umn” -ENQGweibdo 1) da mistura caveol (7) e cafestol(8) isolados por

cromatografia emcoluna aberta

A mistura de diterpenos caveol (7) e cafestol (8) foi submetida a anélise de CGAT-EM
com injecdo na coluna a frio para verificar se as substancias ndo apresentavam outros
interferentes apds o isolamento por cromatografia em coluna aberta. A auséncia de outros
picos no cromatograma evidencia um bom isolamento das substancias caveol (7) e cafestol (8)
(Figura 17).



57

Abundéncia
)

13.06
13.29

(x10°

66
62
58
54
50
46
42
28
24
20
26
22
18

o L
: I

2
40 60 80 100 120 140 16.0 180 20.0 22.0 240 26.0 23.0 30.0

Tempo (min)

Figura 17: Cromatograma da mistura de diterpenos por CGAT-EM. Condicdo: método 1

O espectro de massa (Figura 18 e 19) possibilitou identificar os ions moleculares m/z
314 e 316 [M]", correspondente ao caveol (7) e cafestol (8) , respectivamente, seguido da
perda de dgua m/z296 e 298 [M — H,0]", além dos fragmentos que confirmam os diterpenos
caveol (7) e cafestol (8) m/z131/145 e 133/147, respectivamente. A diferenga entre as duas
substancias é de duas unidades a mais para o cafestol (8) devido a presenca de uma dupla
ligacdo entre o C1 e C2 no anel A do diterpeno (DE ROOS; VAN DER WEG et al., 1997;
SCHARNHOP; WINTERHALTER, 2009; GUERRERO; SUAREZ; MORENO, 2005).
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Figura 18: Espectro de massas da substancia caveol (7) em tempo de retencdo de 13,06
minutos. Condicdo: método 1
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Figura 19: Espectro de massas da substancia cafestol (8) em tempo de retencéo de 13,29
minutos. Condicdo: método 1



59

5.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS DITERPENOS POR RMN *C

Os diterpenos isolados foram confirmados por RMN *C, através da comparagéo com
dados j4 publicados dos valores dos deslocamentos quimico de RMN *3C para as duas
substancias. Foi possivel confirmar o isolamento da mistura dos diterpenos caveol (7) e
cafestol (8) pelas condi¢cBes empregadas na separacdo por cromatografia em coluna aberta

realizada neste trabalho (Tabela 10).

Tabela 10: Deslocamento quimico de RMN *C dos diterpenos caveol (7) e cafestol (8)

CAFESTOL (8) CAVEOL (7)
Carbonos Scharnhope  Muhammad  Oigman EXP. Scharnhope  Muhammad  QOigman EXP.
Winterhlter etal. (2012) Winterhlter et al. (2008) (2012)
(2009) (2008) (CDCly) (2009) (CDCly) (CDCly)
(CDCly) (CDCly) (CDCly)
1 (CHy) 35,8 36,2 35,2 35,9 138,5 138,9 139,9 138,6
2 (CHy) 20,6 23,5 20,2 20,8 1154 115,8 116,3 115,5
3(C) 148,7 149,1 149,9 1489  150,3 150,6 151,7 150,4
4 (C) 120,2 120,5 121 120,3 1218 122,2 121 1219
5(CH) 52,2 447 53,9 52,3 48,3 44,9 53,8 48,4
6 (CHy) 23,1 21,1 23,3 23,3 22,1 22,5 21,6 22,3
7 (CHy) 40,9 28,6 41,8 40,5 40,9 38,6 41,8 41,0
8 (C) 447 45,1 45,7 45,6 45,1 45,5 45,7 45,5
9 (CH) 45,5 52,6 459 45,2 454 48,7 45,9 44,8
10 (C) 38,7 39,1 39,3 38,3 38,7 42,3 39,3 38,3
11 (CH,) 19,1 19,4 20,2 19,4 19 19,4 20,2 19,2
12 (CH,) 26,1 26,4 26,1 26,2 25,9 26,3 26,1 26,0
13 (CH) 44,3 45,8 43,2 44,6 445 45,7 43,2 444
14 (CH,) 38,2 41,3 39,3 38,8 38,1 40,8 39,3 38,8
15(CH,;) 535 53,8 53,8 53,2 53,2 53,5 53,8 53,6
16 (C) 81,9 82,5 83 82,1 81,9 82,4 83 82,1
17 (CH,) 66,4 66,6 66,6 66,4 66,4 66,7 66,6 66,4
18 (CH) 108,3 108,7 109,2 108,4  108,7 109,1 109,7 108,9
19 (CH) 140,6 141,0 139,9 140,7 1411 141,6 1419 1413
20 (CH3) 13,3 13,7 13,8 13,5 15,6 16,0 16,2 15,8

A presenga de sinais em 6 148,92 (C-3) e 120,33 (C-4); 6 150,42 (C-3) e 121,98 (C-4)
indica os carbonos s, além dos sinais em & 108,49 (C-18) e 140,77 (C-19); & 108,91 (C-18)

e 141,34 (C-19), confirmando a presenca de um anel furanico nas duas substancias caveol (7)
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e cafestol (8), respectivamente. Os sinais em 6 138,66 (C-1) e 115,56 (C-2) fazem referéncia
aos carbonos spf presentes no caveol (7). Observa-se que 0s sinais estdo em concordancia

com o descrito na literatura para as duas substancias.

5.5 QUANTIFICACAO DOS DITERPENOS CAVEOL (7) E CAFESTOL (8) POR CLAE
(METODO 2)

A partir do método apresentado por Oigman et al. (2012) para identificacdo de caveol
(7) e cafestol (8) por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi proposto o método de
quantificacdo dos diterpenos isolados neste trabalho. Os dleos extraidos pelos métodos de
extracdo por Soxhlet e micro-ondas foram metanolisados de acordo com a reacdo descrita na
Figura 10 (Item 2.3.1).

5.5.1 Curva analitica da mistura de diterpenos isolados @r cromatografia em coluna

aberta

A curva analitica com o padrdo de mistura de diterpenos em diferentes concentracfes
(0,016 — 0,136 mg/mL) (Figura 20) obteve um alto valor de coeficiente de determinacéo (R? =
0,9979) e correlacdo (R = 0,9989), indicativo de bom ajuste do modelo (Equacdo 2) as
respostas observadas, devido este valor esta proximo de 1.

Ao observar os valores dos residuos (valor observado — valor predito) nota-se que
estdo bem apresentados e devem seguir o comportamento de uma distribuicdo normal, ou seja,
a variancia e constante em toda a faixa da curva e o0s residuos estdo aleatoriamente
distribuidos no eixo x (Figura 21). O modelo de equacdo abaixo (Equacdo 2) sera utilizado
para quantificacdo da mistura de diterpenos nos demais 6leos metanolisados.

6
y =5,2511.10 x -9542,91 Eq. 2

onde, y representa as areas das substancias identificadas e x o valor da concentragdo que se
deseja obter.
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Figura 20: Grafico da curva analitica de mistura de diterpenos por CLAE (método 2).

Concentragdo (mg/mL)

0,16

2,0

15

1,0

0,5

0,0

'WION ep opeladsa IojeA

Figura 21: Gréfico da probabilidade Normal dos residuos (observados — predito) da area

-2,0
-25000 -15000 -5000 5000 15000
-2

0000 -10000 0 10000 20000
Residuo

obtido para cada concentracao.

25000

61

Ao analisar os residuos quanto ao limite de confianga de 95% (Figura 22) pode-se

avaliar que os mesmos estdo na sua grande maioria dentro do limite estabelecido, o que pode

corroborar como um bom ajuste do modelo a equacao apresentada (Equacéo 2).
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Figura 22: Gréfico dos Residuos versos a area das diferentes concentrages da mistura de
diterpenos.

A andlise de varidncia para os parametros de regressdo da curva analitica esta
apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 Andlise de varidncia da curva analitica dos diterpenos por CLAE (método 2).

Média
Soma Grau de e
Fatores f . quadratica F p
quadratica  liberdade (MQ)
Regressdo 8,33835.10™ 1 8,33835.10""  7609,3  0,0000
Residuo 1,75329.10° 16 1,095807.10°

Total 8,355883.10*

F= distribuicéo de Fisher; f1,16) 5% = 1,42.

Com o valor de MQgr/MQ, = 7609,3 enquanto Fj16 = 1,42, no nivel de 95% de
confiancga, isto indica que se tem uma regressao significativa, pois o emprego do teste F
pressupde uma distribuicdo normal dos residuos, ou seja, a variancia é constante em toda a
faixa da curva e os residuos estdo aleatoriamente distribuidos no eixo X, o que corrobora com
a probabilidade normal dos residuos apresentado acima na Figura 20.

O cromatograma dos diterpenos isolados esta apresentado na Figura 23, observa-se
que os picos 1 e 2 correspondentes ao do método apresentado por Oigman et al. (2012) para
identificacdo de caveol (7) e cafestol (8) estdo apresentados em tempos de retencédo de 10,20

e 11,22 minutos, respectivamente, sendo que o limite de quantificagdo (LQ) e deteccdo (LD)
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calculados a partir dos dados de area da concentracéo de 0,016 mg/mL (concentracédo inferior)

para a mistura de diterpenos foi de 0,0064 e 0,0021, respectivamente.
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Figura 23: Cromatograma da mistura de diterpenos: caveol (7) (pico 1) e cafestol (8) (pico 2)
isolados por cromatografia em coluna aberta. Condicdo: método 2

5.5.2 Quantificacdo por CLAE -DAD da mistura de caveol (7) e cafestol (8) nos 6leos de

cafémetanolisados

A partir do planejamento experimental aplicado para extracdo do 6leo de grdo de café
verde e posterior metandlise do mesmo, foi realizado a quantificacdo da mistura de diterpenos
caveol (7) e cafestol (8) por cromatografia liquida de alta eficiéncia que estdo apresentadas na
Tabela 12.

A reacdo de metandlise (item 4.2.3) por aguecimento por irradiacdo de micro-ondas,
desenvolvido por Oigman et al (2012), possibilitou obter elevados teores em diterpenos livres
quando comparado com o procedimento de saponificagdo do Oleo por aquecimento
convencional descrito na literatura para obtencdo dos diterpenos caveol (7) e cafestol (8)

livres. Araujo e Sandi (2006) obtiveram diterpenos livres caveol (7) mais cafestol (8) teores
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totais de 860,1 MQcafestol e caveo/100g, apds saponificacdo do O6leo por aquecimento
convencional a temperatura de 45°C por 25 minutos. Muhammad et al. (2008) obtiveram
teores em diterpenos livres no total de 1550 mg/100g apos saponificacdo por 30 minutos a
40°C. De Ross et al. (1997), extrairam os diterpenos direto do gréo de café verde em distintas
espécies e origem do grdo, obtendo quantidade variando entre 244 a 1409 MQcafestol e

caveollloogmassa de gréo-

Tabela 12: Teor em mg/100g de mistura caveol (7) e cafestol (8) por Oleo de café
metanolisado segundo metodologia de Oigman at al (2012).

Gréo Tempo (min) Temperatura (°C) Teor em diterpenos  CV (%)
(mg/100g)
2 30 8135 + 397 4,88
AT1 10 30 8002° + 377 4,71
2 45 7894% + 407 5,16
10 45 9634° + 335 3,48

Valor da média do teor em mg de mistura caveol (7) e cafestol (8) por 100 g de 6leo metanolisado + desvio-
padréo.

CV = coeficiente de variacdo

Médias com letras diferentes na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (Tukey a p<0,05).

O elevado teor de diterpenos observado apds a reacdo de metandlise do 6leo extraido
por micro-ondas em 10 minutos a 45°C sugere uma maior seletividade na extracdo dos
diterpenos quando comparada com as demais condicdes de extracao.

A partir desta informacéo a extracdo do 6leo dos demais grdos (AT2, AT3 e AT4) foi
realizada nesta mesma condig&o com o intuito de obter maiores teores em caveol (7) e cafestol
(8).

O perfil geral do cromatograma das substancias caveol (7) (pico 1) e cafestol (8) (pico
2) no 6leo metanolisado dos graos de café pode ser observado na Figura 24, os demais picos
cromatograficos fazem referéncia a substancias ndo identificadas, cafeina e ésteres de acidos

graxos metilados, conforme o observado no trabalho de Oigman et al. (2012).
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Figura 24: Cromatograma do 0leo metanolisado apds a extracdo por micro-ondas
(45°C/10min) para os diterpenos caveol (7) (pico 1) e cafestol (8) (pico 2). Condigé&o:
método 2

Os valores dos diterpenos quantificados por CLAE-DAD dos demais graos estao
apresentados na Tabela 13. Os teores de diterpenos foram maiores para 0 método de extracdo

Soxhlet do que por micro-ondas com excegdo do grdo AT1.

Tabela 13: Comparacao dos métodos de extracdo dos teores em mg/100g de mistura cafestol
e caveol por 6leo metanolisado.

Método de Graos
Extracéo AT1 AT2 AT3 AT4
Soxhlet (4h) 8848 + 268 8587 £ 128 8366 + 276 11241 + 204
(3,03) (1,49) (3,31) (1,82)
Micro-ondas 9634 £ 335 7953 £ 109 8031 £ 222 10636 £ 216
(10min, 45°C) (3,48) (1,37) (2,77) (2,03)
Prensagem 9605 + 232
(6leo comercial) (2,42)

Valor da média do teor em mg de mistura caveol (7) e cafestol (8) por 100 g de 6leo metanolisado + desvio-
padréo (Coeficiente de variacdo).

No entanto, ao aplicar o teste de diferenca de média entre os dois métodos de extracdo
atraves da distribuicdo t para verificar diferencas no teor de diterpenos entre 0 método Soxhlet
e micro-ondas para 0s 4 tipos de grdos de café verde estudados, foi possivel observar que nao

houve diferencga para todos os gréos devido ao valor de probabilidade da distribuigéo t (1,33;
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1,54; 1,68; 1,5) estar abaixo do valor tabelado para o nimero de grau de liberdade
correspondente (t 3 = 2,35). Ou seja, valor de t menor que o tabelado indica aceitacdo da
hipdtese nula (Ho), logo, ndo ha diferenca entre os valores das médias no teor de diterpenos
para 0s métodos de extracdo propostos, podendo o método de extracdo assistida por micro-
ondas ser considerado um substituinte do método Soxhlet para a extracdo de diterpenos caveol
(7) e cafestol (8) no 6leo de grdo de café verde arabica.

O emprego do método de extracdo por micro-ondas para extracdo de diterpenos evita
as exaustivas horas de extracdo dos mesmos usualmente empregada na extracdo lipidica, j&
que o caveol (7) e cafestol (8) estdo entre os lipidios do grdo (DGF, 1952; AOAC, 1965).

O teor de diterpenos para o 6leo obtido comercialmente é relativamente igual aos
diterpenos obtidos pelo método por micro-ondas. A extracdo do 6leo por prensagem promove
menor degradacdo das substancias presentes no 6leo por ndo fazer uso de calor durante o
procedimento extrativo. Por outro lado, a comparacao do teor de diterpenos fica limitada por
ndo se saber a origem do grdo de café verde utilizado na prensagem, sendo que este fator pode
influenciar na composicao das substancias presente no café como apresentado por Frega et al.
(1994) apud Campanha (2008) que avaliaram a concentracdo de diterpenos caveol (7) e
cafestol (8) em gréos de café verde e torrado da espécie arabica de origens diferentes , o qual
foi observado variacOes entre 414,8 a 672,7 mg de caveol e 299,4 a 583,6 mg de cafestol (8)
por 100g de lipidios, entre outros fatores como o rendimento de Gleo obtido por massa de

gréo.



67

6 CONCLUSAO

O método de extracdo assistida em reator de micro-ondas permitiu a extracdo de 6leo
de grdos de café verde em tempo reduzido (10 minutos) comparado com o método de extracdo
por Soxhlet (4 horas). No entanto, a extragdo por micro-ondas apresentou teores inferiores ao
Soxhlet variando entre 5,86 — 6,87% e 8,60 — 9,21%, respectivamente.

O planejamento experimental fatorial completo de dois niveis e dois fatores aplicado
para extracdo de Oleo de café verde por micro-ondas possibilitou observar resultados
interessantes em relacdo as condicOes de extracdo estudadas tempo (10 e 2 minutos) e
temperatura (45 e 30°C). No entanto, a faixa de estudo deve ser ampliada para ter maior
respaldo dos resultados.

A cromatografia em coluna aberta possibilitou isolar 9 % da mistura de diterpenos a
partir do 6éleo de café arabica verde, que foi utilizado como padrdo para quantificacdo dos
6leos metanolisados por irradiacdo de micro-ondas dos graos de café verde.

Os teores em Oleo dos graos extraidos foram satisfatorios para a extracdo Soxhlet
quando comparado com o0 método de micro-ondas. No entanto, ao avaliar os teores da
quantificacdo dos diterpenos observa-se que houve maior seletividade das substancias para os
oOleos extraidos e posterior metanolise por micro-ondas, o que torna o0 metodologia de extracdo
por micro-ondas uma alternativa de obtencdo dos diterpenos caveol (7) e cafestol (8) em
tempo de reduzido e menor consumo de solvente quando comparado com o método por

aquecimento convencional (soxhlet).
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7 PERSPECTIVAS

Como sugestdo de trabalhos futuros a partir da elaboracdo do presente trabalho estéo
apresentadas abaixo.

Realizar maiores intervalos de tempo de extracdo para os métodos de micro-ondas
para verificar a curva cinética de rendimento com o tempo de extracdo de 6leo de café verde.
E realizar um estudo cinético em extracdo soxhlet em temperaturas que nao degrade os
diterpenos

No procedimento de extracdo de 6leo de café verde por micro-ondas ha a possibilidade
de se aplicar outros tipos de solventes de extracdo que sejam mais transparentes as micro-
ondas, podendo assim obter o maior aquecimento do sistema, verificando-se assim se ha
possibilidade de extrair em maior eficiéncia as substancias caveol (7) e cafestol (8).

Realizar um estudo de balanco de energia no sistema de micro-ondas com calculos
termodinamicos adequados para assim verificar o quanto de energia o sistema de micro-ondas
utiliza para realizar a extracdo do dleo.

Ap0s o isolamento, o diterpeno caveol é mais susceptivel a degradacdo térmica, luz,
oxigénio e manté-lo estabilizado € bastante dificil, propde-se o estudo da hidrogenagdo do
caveol (7) em cafestol (8), evitando-se que haja perda da substéncia isolada por degradacéo

apos as etapas de isolamento. Possibilitando assim a obtencéo de padrdo de cafestol (8).
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