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RESUMO

Devido a intensa atividade agroindustrial no Brasil, o setor foi responsavel por 27% do PIB em
2020, ocorre a geragéo de grandes volumes de biomassa como uma das consequénciasdiretas.
Grande parte da biomassa é destinada a geracdo de energia através da queima em caldeiras,
pode ser utilizada em usinas de biogas e compostagem para auxiliar na recuperacdo do solo.
Porém, as cascas, as sementes, 0s materiais lenhosos e organicos possuem muitos nutrientesque
podem ser extraidos para serem utilizados na industria farmacéutica, de alimentos e cosmética.
O sul de Minas € responsavel por grande parte do café produzido no Brasil, e ap6s seu
processamento para obtencdo dos gréos de café, as cascas sdo subutilizadas ou descartadas
gerando impacto negativo ao meio ambiente. Muitas pesquisas apontam que as cascas de café
poderiam ser utilizadas de diversas formas, como na alimentacdo animal, pecuaria, na
compostagem, em biocombustiveis entre outros. Nas cascas de café existem diversos
compostos fendlicos sendo o &cido clorogénico (ACG) o mais estudado e conhecido. O método
de extracdo selecionado é uma variavel muito importante, pois influenciana obtencdo desses
compostos, no teor e no perfil de substancias. O objetivo desse trabalho foi a avaliacdo de nove
diferentes métodos de extracdo empregando técnicas classicas como a extracdo utilizando os
solventes etanol e acetona, assim como técnicas emergentes como utilizacdo de ultrassom,
autoclave e enzimas hidroliticas e duas granulometrias diferentes (912 pm e >295um para
obtencdo de extratos com elevada atividade antioxidante. Apds obtencdo dos extratosforam
realizadas as anélises de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante por DPPH, FRAP e
ABTS e os resultados foram avaliados utilizando a metodologia de Delineamento de Blocos
Casualizados. Apds andlise dos resultados, o efeito da influéncia da granulometria foi
significativo somente para a concentracdo de compostos fendlicos, além disso, 0 método de
extracao assistida por enzimas (Viscozyme) e utilizando tratamento térmico (autoclave — 15
min e 30 min) foram os mais eficazes para obtencdo de um extrato com maior atividade
antioxidante,indicando que a utilizacdo de métodos de extracdo menos agressivos ao meio

ambiente sdo eficientes e que os residuos sdo fontes promissoras de compostos antioxidantes.

Palavras-chave: Compostos fenolicos; residuos agroindustriais; extrag&o.



ABSTRACT

Due to the intense agro-industrial activity in Brazil, the sector was responsible for 27% of PIB
in 2020, and large volumes of biomass are generating large volumes of biomass as one of the
direct consequences. Currently part of the biomass is intended to generate energy through
burning in boilers, can be used in biogas and composting plants to assist in soil recovery.
However, the shells, seeds, woody, and organic materials have many nutrients that can be
extracted for use in the pharmaceutical, food and cosmetic industries. The south of Minas Gerais
is responsible for a large part of the coffee produced in Brazil, and after its processing to obtain
coffee beans, the shells are underused or discarded generating a negative impact on the
environment. Many studies indicate that coffee hulls could be used in various ways, such as
animal feed, livestock, composting, biofuels, adsorbent production, among others. In coffee
hulls there are phenolic compounds such as chlorogenic acid (GCA), which is considered one
of the main gifts in coffee. The selected extraction method is a very important variable because
it influences the production of these compounds, the content and profile of substances. The
objective of this work was the evaluation of 9 extraction approaches using classic emerging
techniques such as extraction using ethanol and acetone solvents, as well as techniques such as
the use of ultrasound, autoclave and hydrolytic enzymes and 2 two different particle sizes (912
pm and >295 pm) to obtain extracts with high antioxidant activity. After obtaining the extracts,
analyzes of total phenolic compounds, antioxidant activity by DPPH, FRAP and ABTS were
carried out and the results were evaluated using the Randomized Block Design methodology.
After analyzing the results, the effect of the influence of granulometry was significant only for
the concentration of phenolic compounds, in addition, the enzyme-assisted extraction method
(Viscozyme) and using thermal treatment (autoclave - 15min and 30 min) were the most
effective for obtaining an extract with greater antioxidant activity, indicating that the use of
extraction methods that are less aggressive to the environment are efficient and that the residues

are promising sources of. antioxidant compounds.

Keywords: phenolic compounds; agroindustrial residues; extraction.
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1 INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais sdo uma das maiores fontes de biomassa do mundo. Segundo
Barreto, Zancan e Menezes (2015) representam anualmente 40 milhdes de toneladasde residuo
lignoceluldsico, gerando consideravel prejuizo ao meio ambiente e econdmico tendoem vista
que poderiam ser aproveitados em atividades mais nobres.

Segundo Venturim (2002), nas lavouras cafeeiras, sdo geradas quantidades de residuos
significativas, cerca de 45% do total do café colhido. O Brasil é um dos maiores produtores de
café no mundo, com uma producdo anual de aproximadamente 50 milhdes de sacas (Embrapa,
2019). O processamento do café gera enormes quantidades de residuos sélidos (casca, polpa,
mucilagem, dentre outros) e ndo ha nenhuma aplicagéo viavel economicamente para as cascas
de café estudada até o momento.

A casca de café é constituida quimicamente por celulose (43 %), hemicelulose (7 %),
taninos (5 %), &cidos clorogénicos (2,5 %), cafeina (1 %), proteina (7- 9,2 %) e minerais
(5,4 %), entre outros (Murthy et al., 2010). Na literatura € possivel encontrar estudos em queos
autores avaliaram o uso das cascas de café em diversos na alimentacéo animal, na pecuaria, na
compostagem, biocombustiveis, producédo de adsorventes entre outros.

Segundo Junior (2020) atualmente a agricultura estd sob crescente pressdo de
produtividade e sustentabilidade, reduzindo seu impacto negativo no meio ambiente a fim de
aumentar o seu impacto positivo na sociedade e na economia. Estes sdo desafios, mas também
oportunidades para novos sistemas producao e processamento.

Os residuos agroindustriais constituem uma fonte com um enorme potencial e através
da biorefinaria podem ser produzidos compostos com alto valor agregado e bioatividade
(Makris; Boskou, 2014). Essa bioatividade é geralmente a atribuida aos compostos da familia
dos polifendis e suas subclasses, varios trabalhos publicados na literatura relatam atividade anti-
inflamatdria, anticancer, desordens cardiovasculares, dentre outras (Babbar, Oberoi e Sandhu,
2015). A casca de diversas frutas e vegetais séo fontes riquissimas de compostos fenolicos com
alta atividade antioxidante que podem ser utilizados como aditivos naturais em alimentos, na
industria de cosméticos e farmacéutica (Peralbo-molina; Castro, 2013; SADH et al., 2018).

A atividade antimicrobiana de compostos fendlicos é estudada em muitas plantas
medicinais, onde relatam o impacto de polifendis derivados de plantas contra agentes

patogénicos microrganismos (Ghimire et al., 2017).
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Segundo Mendes et al., (2011), o aparecimento de microrganismos resistentes a agentes
antimicrobianos comerciais tem incentivado pesquisas para encontrar novas fontes de
antimicrobianos potentes e naturais, e uma das possiveis fontes desses compostos sdo as plantas
com um grande biodisponibilidade na natureza.

Os métodos extrativos influenciam as taxas de obtencdo dos compostos bioativos
presentes nas matrizes vegetais. Ao longo da ultima década, uma série de novas técnicas de
extracdo foram introduzidas e investigadas, e a escolha deve ser baseada na viabilidade
econdmica e adequacédo para cada situacao particula (Boeira et al., 2018).

Segundo Wolff; Silveira; Lazzarotto (2018), as variaveis do método de extragdo (tempo,
temperatura, intensidade de agitacdo, tamanho de particula e relacdo soluto- solvente) afetam a
qualidade do extrato obtido. Além disso, a complexidade do substrato vegetalpode afetar a
eficiéncia da extracao.

A extracdo sélido-liquido é a operagdo unitaria que geralmente é adotada para extracao
de compostos fendlicos presentes nessas amostras de materiais, porém varios fatores devem ser
avaliados com o intuito de aplicacdo desse processo em larga-escala assim como, tipo de
solvente, toxicidade, recuperacdo do solvente dentre outras (Manousaki et al., 2016).

Diante do exposto esse trabalho avaliou diferentes estratégias de extracdo para obtencdo

de extratos oriundos de casca de café com aumento da atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o estudo de diferentes métodos de extracdo na melhorada
atividade antioxidante de extratos obtidos a partir da farinha da casca de cafe.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Obter farinhas da casca de café e realizar a classificagdo granulométrica;

b) Aplicar quatro métodos de extracdo diferentes para obtencdo dos extratos;

c) Avaliar a influéncia do método de extracdo na atividade antioxidante;

d) Determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS dos
extratos produzidos;

e) Caracterizar os extratos produzidos quanto ao teor de compostos fenolicos totais.



3 REVISAOBIBLIOGRAFICA

3.1 CAFE

A agroindustria € o ambiente fisico equipado e preparado onde um conjunto de atividades
relacionadas a transformacdo de matérias-primas agropecuarias provenientes da agricultura,
pecuaria, aquicultura ou silvicultura sdo realizadas de forma sisteméatica (Ministério da
Agricultura, 2021). O grau dessas transformacgdes muda e se adapta de acordo com os objetivos
do agronegdcio. Contudo € possivel apontar que ele é um elo da cadeia de fornecimento de
insumos agricolas e produto aos consumidores. O nome café é originario da palavra arabe
Gahwa, cujo significado é vinho. Por esse motivo, era conhecido como o "vinhoda Arabia",
qguando surgiu na Europa. Como descrito por, Semedo et al., (2018) o café é umdos mais

importantes produtos agricolas, chegando a ser cultivado em mais de 80 paises do mundo.

Ele representa uma fonte de estudo em diversas areas de pesquisa, por apresentar relacéo
com alegaces de efeitos benéficos a saude. O grao de café possui de 1% a 2,5% de cafeina; é
rico em antioxidantes e outras substancias biologicamente ativas. E uma planta com minerais,

acucares, gorduras, aminoacidos e uma vitamina do complexo B. (Cesar et al., 2013).

Segundo Embrapa (2021), a gendmica do café brasileiro permitiu ainda desenvolver
programas de melhoramento genético com uso de genotipagem em escala genémica, com o
objetivo de prever o potencial da planta no campo no inicio de seu desenvolvimento, com as
seguintes vantagens: reducdo de custo; reducdo de tempo para Se gerar novas
cultivares/variedades; maior eficiéncia no desenvolvimento da cafeicultura brasileira, sem

necessidade de incorporacao de novas areas para manutencdo da producdo nacional de café.

O café é considerado umas das bebidas mais consumidas em todo o0 mundo, considera-

se que a espécie Coffea arabica (Figura 1) seja a mais conhecida.
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Figura 1- Espécie Coffea arabica

Fonte: Nome cientifico do café e suas espécies | GrdoGourmet (graogourmet.com) — 2011.

3.2 HISTORICO-CULTURAL DA PRODUCAO DO CAFE

Diversos estudos apontam que o café € originario da Etiopia, de onde foi para a Arabia, e
logo propagou-se para outras regides. Martins (2017) relata em seu estudo que a Africa foio
territério de origem, mas coube aos arabes o dominio inicial da técnica de plantio e preparacaodo
produto. Na sociedade atual, percebe-se que com o passar do tempo cresce o habito de tomarcafé
como bebida agradavel para o consumo em casa ou em grupo. Tal prética confirma que a
importancia desse produto é cada vez maior, ndo s6 como curiosidade botanica, mas

principalmente como sementes de alto valor comercial e nutricional.

De acordo com Rufino (2006), o café é originalmente uma bebida da elite européia, mais
tarde teve seu consumo difundido entre as outras porcGes da populacdo, e depois teve seu
desempenho medicinal reconhecido por estudos na area da saude e era indicado como um ténico
para aumentar a inteligéncia. E importante salientar também que o café apresenta papel
fundamental na evolucédo histdrica, estando presente em diversos momentos marcantes para a
historia da civilizacdo. Refletindo assim em trabalhos elaborados em diferentes setores do saber
como cultural, administrativo/comércio, cientificos/académico, historico. A cultura do café, ao
longo dos anos, tem evoluido em ciclos compostos por fases de expanséo e retracdo (Nogueira,
1998).

Em meados do século X1V, a bebida tomou a forma que conhecemos hoje e comegou a
producdo em massa para o comércio. Desde que surgiu no Brasil, no século XVIII, o café ja se
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expandiu do Sudeste para todas as outras regides, por esse motivo, a diversidade é uma das
caracteristicas da cafeicultura brasileira, do Sul & Amazo6nia, o café estd presente em planaltos

e regides montanhosas, em cultivos adensados ou convencionais (Santos, 2004).

Segundo a Embrapa (2020) levando em consideragdo as variedades de café Arabicae
Conilon, estima-se que a producdo mundial de café em 2020 foi de 169,3 milhdes de sacas, 0
que representa uma reducdo de 3% em relacdo a safra anterior. Nesse contexto, a producgao
global de café arabica alcancard 95,8 milhdes de sacas, representando 56,6%,enquanto o

Conilon é estimado em 73,5 milhGes de sacas, representando 43,4%.

De acordo com os bancos de dados de pesquisa o Brasil atualmente é considerado um
dos maiores produtores mundiais de café. Segundo Cepea (2020) no ano de 2019 o café, foi um
dos responsaveis por 21,4% do PIB e 43% das exportacGes, um terco dos empregos e tem

contribuido todo ano para a redu¢do da taxa média de inflag&o.

As regides que mais produzem café no Brasil estdo localizadas na regido Sudeste, sendo
Minas Gerais 0 maior estado produtor de café, responde por cerca de 50% da producéo nacional
e € uma das principais fontes de cafés especiais do pais. Praticamente 100% das plantacdes séo
de café Aréabica, cultivado em quatro regiGes produtoras: Sul de Minas, Cerrado de Minas,
Chapada de Minas e Matas de Minas, que exportam seus cafés pelos portos de Santos, Rio de
Janeiro e Vitdria (Conab, 2021).

Conforme relata Duran (2017), o Brasil passou a ser muito importante na criacdo de
conhecimento cientifico relacionados ao café, com uma producdo cientifica ativa através de
variadas universidades, instituicdes e centros de pesquisa de ensino. Nos ultimos tempos
observa-se um expressivo aumento no numero de publicacdes cientificas sobre pesquisas em

café.

3.3 BENEFICIAMENTO E PROCESSAMENTO DO CAFE

O beneficiamento de grdos é um processo que busca remover e selecionar impurezas e
partes residuais do café de um determinado lote, melhorando assim suas caracteristicas a nivel
comercial. Isso € essencial para garantir uma boa propaganda do produto. A colheita e a pos-
colheita sdo processos que estdo interligados, portanto, o correto dimensionamento da

quantidade de gréos de café a ser colhida em relacdo a estrutura de pos-colheita, que seré
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utilizada no processamento dos frutos € muito importante. (Senar, 2017).

As etapas do beneficiamento de gréos sdo: recep¢do, amostragem, pré-limpeza, limpeza,
secagem, classificacdo e armazenamento (Rohrig, 2022).

No processamento de café, geralmente somente as sementes das cerejas do café sdo
utilizadas para producédo da bebida. A casca de café é utilizada, por alguns produtores, como
adubacdo orgéanica em lavouras de café e, em muitos casos, este residuo é simplesmente

descartado na natureza (Silvaet al., 2020).

A estrutura dos graos de café é especialmente formada pelas seguintes fracdes com base
na matéria seca: 29% de epicarpo (casca), 5% de mesocarpo (polpa ou mucilagem), 12% de
endocarpo (pergaminho) e 54% de semente. Assim, a casca representa 46% da matéria seca do
grédo (Fernandes, 2007).

A casca de café é originada a partir da limpeza do café integral (em coco), composta de
casca, polpa e pergaminho. A composicdo da casca de café € 24,5% de celulose, 29,7% de
hemicelulose, 23,7% de lignina e 6,2% de cinzas, além de possuir compostos como cafeina e
polifendis (Bekalo; Reinhardt, 2010).

Segundo Manrich (2017), esses residuos na pratica agricola tornam-se muito
importantes, pois além de fornecerem uma matéria-prima rica e diversificada, sdo de baixo

custo e disponiveis em grandes quantidades.

3.4 COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NO CAFE

Os compostos bioativos sdo compostos essenciais e ndo essenciais encontrados na natureza
gue fazem parte da nossa cadeia alimentar e podem ter impacto na saide humana. Cada vez
mais existem dados sobre sua caracterizacdo devido ao grande nimero de estudos nessa area.
Os mecanismos de acdo de compostos bioativos em alimentos sdo complexos e pouco
conhecidos e pode ser influenciado por uma variedade de fatores. Sabe-se agora que as respostas
aos nutrientes sdo influenciadas por fatores como a genética e 0 microbiota intestinal (Lajolo
et al., 2019).

Em gréos de café sdo encontrados diferentes tipos de substancias, a quantidade de cada

uma dessas substancias varia de espécie para espécie de café, muitos desses compostos estao
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presentes na casca do café que é considerado um residuo agroindustrial. Alguns estudos sobre
esse residuo tém ressaltado sua capacidade de atuar contra a redugdo de algumas das
caracteristicas bioguimicas da obesidade, como a inflamacao. Toschi et al., (2014) relata que,o
isolamento e a recuperacdo de compostos biologicamente ativos na casca pode ser uma
possibilidade de reducdo do desperdicio. As cascas contém quantidades apreciaveis de
compostos bioativos, principalmente o acido clorogénico, que ja tem reconhecida atividade
antioxidante descrita e representam cerca de 6-12% em massa do grdo (Naidu;Murthy,2010;
Andrade, 2011).

Os compostos fenolicos podem proteger o corpo humano de radicais livres, sua
ocorréncia acontece devido ao metabolismo celular aerdbio e o desequilibrio entre os oxidantes
e antioxidantes, configurado como estresse oxidativo (Rimbach et al., 2005). A atividade
antirradical livre de flavonoides e dos fendis séo baseadas principalmente na relacéo estrutural

entre as diferentes partes de sua estrutura quimica.

Freedman et al., (2012) em pesquisa observou uma reducdo de cerca de 10% na
mortalidade por todas as causas e entre 12% e 20% de reducdo da mortalidade por doencas
cardiovasculares entre consumidores moderados de café (consumo de até 500 mg de cafeina
por dia, 0 que representa cerca de 500 mL de café — 1mg/mL), outros efeitos relatados benéficos

citados na pesquisa sdo na atenuacao do diabetes e de varios marcadores inflamatorios.

De acordo com estudos de Esquivel et al., (2020) foram desenvolvidas analises a partirda
polpa e cascas de variedades de café Arabica, com diferentes cores externas da fruta permitiua
identificacdo de 16 compostos fendlicos utilizando cromatografia liquida de alto rendimento
com detec¢do de matriz de diodos e espectrometria de massa de ionizagdo em varias fases.
Acido 5-O-Cafeoilquinico juntamente com hexosidos de catequina foram os fendlicos
predominantes detectados nas variedades de café analisado neste trabalho. Ambos, clorofila a
e b, eram detectadas nas cascas de todas as variedades, enquanto apenas a clorofila b foi
observada na polpa. Assim, a cor de variedades de casca amarela foi devido aos carotenoides,
enquanto o das variedades de casca laranja e de casca vermelha foram devidos aquantidade de
carotenoides, como niveis baixos e altos de antocianinas, respectivamente. Os resultados atuais
apontam para a utilizagdo potencial de subprodutos de determinadas variedades de café com
diferengas na fruta externa cor como fonte de compostos bioativos distintos, incluindo

antocianinas e carotenoides, com beneficios para a saude.
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3.5 METODOS DE EXTRACAO

O método de extracdo deve ser de modo geral rapido, simples, barato e com boa
repetibilidade. A extracdo é uma operacdo fisico-quimica de transferéncia de massa, onde 0s
solidos sollveis e volateis podem ser extraidos por manter-se contato entre o solvente e 0s
solidos (Clarke, 1985).

Estas técnicas de preparacdo de amostras tém sido automatizadas para uso em analises
de rotina, pois eliminam erros humanos de manipulagéo, diminuem o tempo de assisténcia do
analista durante a analise, evitam o risco de contato com substancias prejudiciais a salde e
aumentam, significativamente, o nimero de analises de amostras por tempo (Queiroz et al.,
2001).

Muitos métodos classicos também denominados de convencionais podem ser aplicados
para extracdo de compostos bioativos, porém, estes métodos de extracdo apresentam
desvantagens, como por exemplo, o alto consumo de energia, baixa eficiéncia de extracdo e

longo tempo de processamento (Naffati et al., 2017).

Para a viabilizacdo de utilizacdo desse método e necessario observar fatores de anélises
importantes, como relacdo massa de alimentacao/volume de solvente, temperatura do processo,
tipo de solvente, aplicacdo e tipo de acido usado para manter o pH baixo durante a extracéo,
tempo de secagem e de extra¢do, tamanho das particulas e metodologia aplicada (Constant,2003;
Escriche, et al., 2018).

Segundo Barbi (2016), para a extracdo dos compostos antioxidantes de plantas e
vegetais existem diversos métodos, dentre esses, podem ser citados os tradicionais métodos de
extragdo utilizando solventes orgénicos (como agua, etanol, cetona, éter e metanol). De forma
geral, os métodos convencionais de extragdo de compostos fenolicos se baseiam na difusdo dos

compostos de uma matriz solida utilizando uma matriz liquida (solvente) (Oliveira, 2014).

Souza et al., (2021) estudaram o aproveitamento da casca da melancia triturada afim de
adquirir extratos com atividade antioxidante por meio do emprego de técnicas de diversas
extracOes, dentre os métodos utilizados avaliaram o de sistema Soxhlet, maceragéo e extracdo
assistida por ultrassom. Os autores observaram que a taxa de extracdo de Soxhlet foi a mais
alta, pois a extracdo é realizada sob aquecimento e, além disso, 0 solvente é continuamente

circulado sob o sistema. Os extratos foram avaliados pelo rendimento do processo de extracéo,
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onde em todas as analises o solvente de melhor desempenho foi o etanol.

Em pesquisas Araujo et al., (2021) em estudos definiram um perfil com melhor perfil
de solvente extrator dos compostos bioativos em polpa de jambo, armazenada pelos métodos
de congelamento e liofilizacdo. Verificou-se aumento significativo nos teores de proteinas,
lipideos, cinzas, acucares redutores, solidos solUveis, acido ascérbico e carotenoidestotais da
polpa liofilizada quando comparada a congelada. Os teores de flavonoides amarelos,
antocianinas monomeéricas totais e de compostos fenolicos totais variaram conformeo tipo de
solvente utilizado e a proporc¢éo de suas misturas. O metanol-HCI 1,5 M foi o solventemais eficaz
na extracdo de compostos fendlicos totais e de antocianinas, enquanto a agua pura destacou-se

na extracdo de flavonoides amarelos.

Souza et al., (2021) em pesquisa, utiliza cascas de abacaxi do Vale doSao Francisco-
Minas Gerais, por meio da utilizacao de solventes organicos de diferentes polaridades, por meio
de técnicas de extracdo a baixa pressdo como sistema Soxhlet, imersdo acompanhada por
extracdo assistida por ultrassom, para obtencdo de Oleo ou extratos com capacidade
antioxidante. Os autores verificaram o rendimento do extrato obtido e a extracdo com etanol

apresentou a melhor condigé&o.

3.5.1 Extragéo assistida por enzimas (EAE)

As enzimas, sdo catalisadores altamente especificos podem ser usados para extracao,
modificacdo ou sintese de compostos biologicamente ativos de fontes naturais. Segundo Puri
(2012), essas enzimas hidrolisam os componentes da parede celular vegetal e, portanto, ocorre
a liberacdo de compostos biologicamente ativos, 0 que promove um aumento na taxa de
recuperacdo desses compostos da matriz vegetal. O processo de EAE consiste em um método
inovador para o uso de enzimas. Primeiramente, essa técnica foiutilizada para facilitar a extracéo
de lipidios e proteinas a partir de sementes oleaginosas (Liu et al., 2016). Possui como principal
base a capacidade das enzimas de catalisarem reacdes especificas e regiosseletivas em

condigdes de processamento suaves e meios aquosos.

Heemann et al., (2019), avaliaram a extracao de polifenois auxiliada por enzimas para
determinar as melhores condi¢cdes para o uso, empregando metodologia de superficie de

resposta. As variaveis independentes foram: temperatura, concentracdo enzimatica, tempo de
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reacdo e pH. O uso de carboidrases aumentou a extracao de polifendis de 38,67% para 52,08%.
Apo6s a analise dos resultados, os autores verificaram que os termos lineares de todas as
varidveis independentes foram significativos. As interacdes de temperatura e pH, tempo de
reacdo e concentracdo da enzima e pH e concentracdo da enzima foram significativas.
Considerando-se os resultados deste estudo e a viabilidade industrial, as melhores condicoes
para a obtencéo de polifendis de erva-mate foram temperatura de 50,0°C, concentragdo de

enzima 168 U/g de folhas secas, 120 minutos de tempo de reacéo e pH 4,5.

Em pesquisas realizadas por Atencio et al.,, (2022) estudaram o impacto do
processamento de tratamentos na extracdo aquosa de carotenoides de abdboras, com o objetivo
de aumentar a transferéncia de carotenoides para a fracgdo de sumo, se tornando uma alternativa
natural atrativa para os corantes alimenticios artificiais. O pré-tratamento enzimatico do puré
de abobora transferiu 72-90% de carotenoides do puré para o sumo. O tratamento de campo
eléctrico pulsado do puré de abdbora a 1 kV/cm ndo melhorou a transferéncia de carotenoides
para o sumo. As condic¢des a seguir foram testadas com o intuito de aumentar a concentracéo
dos carotenoides: homogeneizagédo a alta pressdo (HPH) para perturbacdo celular mecanica,
tratamento enzimatico para degradacédo de polissacarideos de parede celular ou por tratamento
de campo eléctrico pulsado (PEF) para eletroporacdo de membrana celular. Os purés
processados foram separados em sumo e bagaco, e os carotenoides foram quantificados por
HPLC-DAD. Enquanto apenas 54-60% dos carotenoides em puré ndo processado foram
transferidos para o sumo, o processamento de HPH e enzimas dos purés aumentou
significativamente a producdo de sumos e solidos sollveis totais, e consequentemente, as
concentracOes de carotenoides nestes sumos até 90-98% e 72-90%, respectivamente. Nao foi
observada qualquer melhoria significativa para as amostras tratadas com PEF. Os resultados
obtidos podem ser industrialmente Gteis na producdo de concentrados de plantas corantes

naturais como ingredientes de marca limpa.

3.5.2 Extracao assistida por ultrassom (EAU)

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) inclui a aplicacdo de ondas mecénicas para
frequénciaacimado limite da audigdo humana. Essas ondas sdo produzidas através do transdutor,
a energiaelétrica é convertida em energia mecanica. Dentre as vantagens apresentadas por este
método frente aos métodos convencionais estdo 0 menor tempo de processo, 0 cONsSUMO

baixo de
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solvente e a alta reprodutibilidade dos ensaios (Chemat et al., 2011). Segundo Bortoluzzi(2010),
a utilizacdo da extragdo assistida por ultrassom é uma alternativa para o preparo de amostras,
sendo um procedimento simples, rapido e que, geralmente, ndo requer a utilizacdo dereagentes
com grau de periculosidade menor. Contudo esse tipo de extracdo tem sido usado para extrair
metais de amostras bioldgicas e ambientais para posterior determinagdo por variastécnicas

analiticas encontradas na literatura.

Em um estudo Zhang et al., (2021) comparou 0 uso esperado de trés subprodutos na
producdo de extratos de dgua ricos em polifendis por meio de extragao assistida por ultrassom.
O ultrassom do tipo sonda € usado para terapia de ultrassom. O teor de fenol total do extrato foi
avaliado por medicdo de Folin-Ciocalteu, e o teor de fenol do extrato foi caracterizado por
espectrometria de massa. A microestrutura da amostra extraida foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura. O tratamento ultrassdnico aumentou a taxa de extracdo e recuperou um
valor significativo de &cido gélico em 30 minutos, porém observou-se que 0 mesmocausou
danos significativos aos tecidos. Em comparacdo com a extracdo sélido-liquido convencional,
a taxa de recuperacdo ficou entre 84,5% e 97,6%. A taxa de extracdo esta diretamente
relacionada ao tamanho de particula da matéria-prima, e a maior taxa de extracdo nesse

experimento foi encontrada em amostras com tamanho de particula de 100-250 pm.

Balaraman et al., (2022) realizou uma pesquisa, sobre o uso de cascas de papaia para
isolamento de cisteina protease por microextracdo disruptivo em fase liquida assistida por
ultrassons com solventes eutéticos. A microextracdo em fase liquida assistida por ultrassom foi

realizada produzindo 33,2 mg/g de protease de papaia.

3.5.3 Extracdo utilizando tratamento térmico (ETT)

Uma outra abordagem de extragdo € a utilizacdo de tratamento térmico, que pode ser
realizado em autoclaves, com o intuito de aumentar a atividade antioxidante em extratos.
Alguns estudos sugerem que um dos fatores que contribui para o incremento da atividade
antioxidante s@o os compostos formados pela reacdo de Maillard e caramelizagdo durante o

aguecimento (Manzocco et al., 2001).

Nithiyananthama, Siddhurajua, Francis (2013) estudaram a influéncia
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de tratamento térmico em autoclave para aumentar a atividade antioxidante em extratos de
Jatrofa que é uma planta conhecida por seus atributos medicinais. Os autores avaliaram o teor
antioxidante dos extratos obtidos da planta in natura extraido com acetona e ap0s tratamento
com calor seco e autoclave. Apos as andlises foi verificado um aumento significativo na
atividade antioxidante determinado pelos métodos DPPH, FRAP e no teor de compostos
fendlicos totais das amostras tratadas termicamente. Somente a capacidade de quelar metais da

amostra in natura foi superior quando comparadas as amostras tratadas termicamente.

Budaraju (2018), realizou uma pesquisa, onde radiculas de malte de cevada (BMR)foram
submetidas a cinco diferentes pré-tratamentos (vaporizacdo (220 °C), torrefacdo (60 °C),
autoclavagem (121 °C), micro-ondas (160-800 W, 30-120 s) e tratamento enzimatico). O
contetdo fendlico total (CFT ou TPC) e a atividade antioxidante dos extratos de BMR foram
avaliadospara fendlicos livres e ligados. O teor de fendlicos livres para o extrato ndo tratado foi
de 1,8 mg/g de peso seco de BMR com 17,5% de atividade antioxidante. Entre os pré-
tratamentos, a autoclavagem apresentou os maiores valores de fendlicos livres de 3,8 mg/g de
peso seco de BMR e 71,6% de atividade antioxidante. Os pré-tratamentos ndo mostraram
nenhum efeito noconteddo fenodlico ligado, mas aumentaram a atividade antioxidante. A
maior atividade de %DPPH para fendlicos ligados foi observada para o tratamento por micro-
ondas (160 W, 120 s) com 49,9%. Geral, os pré-tratamentos aumentaram significativamente o
contetdo fendlico livre dos extratos fendlicos da BMR. Pesquisas adicionais sdo necessarias

paraentender o perfil fenolico e as interacBes térmicas dos extratos fendlicos ligados.

3.6 DETERMINACAO ANTIOXIDANTE

Diversas técnicas vém sendo utilizadas na determinagdo das atividades antioxidantes de
variados produtos e subprodutos, tudo isso correlacionado a selecdo demétodos ageis e
que gerem maior afinidade, conforme a substancia procurada de cada tipo de produto ou
subproduto. Em alguns casos, os resultados obtidos ndo podem ser comparados apenas por
alguns fatores, como por exemplo, a estrutura fisica do sistema e a natureza do substrato
oxidado. Segundo Borges et al., (2011), as atividades antioxidantes de derivados vegetais vém

sendo avaliadas, sendo classificadas principalmente
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por métodos colorimétricos, bioldgicos e eletroquimicos, entre outros métodos instrumentais.
Entre os métodos colorimétricos destacam-se aqueles que relacionados a habilidade dos
antioxidantes em neutralizar radicais como DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidrazila) ou ABTS [sal
de amoénio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfénico)]. A maioria das
metodologias antioxidantes emprega basicamente 0 mesmo principio, onde um radical sintético
é gerado e a capacidade de uma amostra para eliminar ou neutralizar o radical € monitorada
através de um espectrofotdbmetro UV/visivel (Arnao, 2000). Em diversas fontes da literaturaé
possivel notar que as determinacdes de antioxidantes se tornam complementar pois sdo capazes
de fornecer diferentes interpretacfes dos compostos bioativos, como por exemplo.

Em estudos de Almeida et al., (2020) caracterizaram a influéncia da pasteurizacdo lenta da
polpa de juasobre seus compostos fendlicos totais e sua atividade antioxidante. A polpa foi
obtida por homogeneizacdo dos frutos, sem as sementes, e em seguida foi colocada em um
recipiente de vidro, onde foi pasteurizada. Os polifendis extraiveis totais foram quantificados e
a atividade antioxidante foi determinada por trés métodos diferentes - poder antioxidante
redutor férrico (FRAP), atividade de eliminacdo de radicais livres ABTS ** (uM Trolox/g) e
capacidade de eliminacdo de radicais DHHP (g/g DPPH). A atividade antioxidante pelo método
DPPH aumentaram sem diferenca estatistica (p > 0,05), enquanto se utilizou o método ABTS e
0 FRAP, observou-se reducgédo, com diferenca significativa (p < 0,05) apenas para FRAP. A
pasteurizacdo lenta ndo causou reducdo significativa nem nos compostos fendlicos nem na
atividade antioxidante da polpa de jua, indicando que é um processo eficiente em termos de

manutencdo de seus compostos funcionais.
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4 MATERIAIS E METODOS’

41 MATERIAL

Os materiais utilizados neste trabalho foram: a casca de café (fornecida pela Fazenda Vale
Verde), solventes e reagentes com grau analitico.Quanto as enzimas hidroliticas Viscozyme L
(endoglucanase, xilanase, celulase e hemicelulose) e Celluclast 1,5 (celulase) foram

gentilmente doadas pela empresa Novozymes.

4.2 METODOS

Na Figura 2 é esquematizado um fluxograma geral das etapas que foram realizadas nesta
pesquisa.

Figura 2- Fluxograma de execucao do estudo

..........................................................................

..........................................................................

..........................................................................

Extragdo i Extragdo

Solventes . - Autoclave assistida por . : assistida por

Enzimas :i ultrassom

Determinagdo de compostos fenélicos
e atividade antioxidade por fendlicos
totais, DPPH, ABTS e FRAP.

Fonte: O Autor, 2022.



4.3 PRODUCAO DA FARINHA

As cascas de café foram fornecidas pela Fazenda Vale Verde localizada na regido de
Alfenas (Sul de Minas) logo ap6s seu beneficiamento, as cascas selecionadas estavam em ponto
cereja. Em seguida as cascas foram secas a temperatura constante de 40°C para preservagéo dos
constituintes. As cascas secas foram moidas até obtencdo de um pé de 0,833 mm (mesh 20) e

armazenadas em freezer.

4.4 ANALISE GRANULOMETRICA

A anélise granulométrica foi realizada em um sistema de peneiras da série Tyler na faixa
de 16 a 48 mesh. Esses dados foram aplicados modelos matematicos ajustados aos dados
experimentais foram o de Gates-Gaudin-Schuhmann (GGS) (equacdo 1) e o de Modelo de
Rosin- Rammler-Bennet (RRB) (equacdo 3) para avaliar a distribuicdo do conjunto de
particulas da farinha de casca de café obtida ap0s o processo de moagem. Para obtencdo dos
parametros dos modelos de distribuicdo granulométrica foi necessario realizar a linearizacéo

dos dois modelos, fazendo o uso das equacdes 2 e 4.

Modelo matemaético de Gates-Gaudin-Schuhmann (GGS):

a,
X {;;-_: Vaas
GGS

(Equacéo 1)

Onde:

Xt é a fracdo massica do material mais fino do que a abertura da peneira ( kg/kg total);
an é a abertura da peneira da ordem n (m);

Kges € 0 parametro que representa o tamanho médio das particulas (um);

lces € 0 pardmetro que representa a dispersdo (adimensional), também conhecido

como derivada de Schumamm.
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A linearizagcdo do modelo matematico de Gates-Gaudin-Schuhmann (GGS) é representada

na equagéo 2:



InX,; =Tgpe In(—"—

o

=) = dggs Ina, —1ggs In Kggs

-

N

(Equacéo 2)

O modelo matemaético de Rosin- Rammler-Bennet (RRB) é mostrado na equacgéo 3:

Onde:

Af =1— exp|:— E:ﬂ” 'Kprp }!fﬂffﬂ }

(Equacéo 3)

Krrg € 0 parametro que representa o tamanho médio das particulas (um);

IrrB € 0 parametro que representa a disperséo (adimensional).

Linearizacdo do modelo matematico de Rosin- Rammler-Bennet (RRB):

A
1 =1—exp| —( f" )
I\h‘JU}
r ‘ln
1-X, = c.\p|‘—( -
RREB
In(1- X ,) = —(——

RRE

In(—In(l1 = X ,)) = 1 pp, In(—2—

)‘ﬂﬂs

Iﬂn.‘-
) ’

a ;
)=IgppIna, —Ipp, In Kppp

RRE

(Equacéo 4)

45 DIFERENTES METODOS PARA OBTENCAO DO EXTRATO

Foram testadas as abordagens de extracdo, extracdo classica utilizando os solventes, a

técnica de extracdo assistida por enzimas, tratamentos térmicos utilizando a autoclave, e a

utilizacdo de ultrassom. Apos as extracdes foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos
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obtidos pelos diferentes métodos através do método de DPPH, ABTS e FRAP descritos

conforme o item 4.5.

4.5.1 Extracao classica com solventes (ECS)

Amostras da farinha de casca de café foram adicionadas ao erlenmeyer contendo os
solventes acetona: agua (1:1v/v) ou etanol: agua (1:1v/v), na proporc¢édo 1:5 (m/v). Os frascos
erlenmeyer ficaram sob agitacdo 100 rpm por 60 minutos, a temperatura ambiente. Apos este
intervalo as amostras foram filtradas e submetidas a rotaevaporacdo para remocdo dos
solventes. As amostras obtidas foram coletadas, congeladas, liofilizadas e armazenadas (-18 °C)
em frascos de polipropileno até a execucdo das analises laboratoriais.

4.5.2 Tratamento térmico em autoclave (TTAC)

As misturas de farinha e agua destilada na proporcdo 1:5 (m/v) foram submetidas a
tratamento térmico em autoclave, foram testados os tempos de 15 e 30 minutos a 121°C de
temperatura no tratamento da amostra de farinha de casca de café. As amostras obtidas foram
coletadas, congeladas, liofilizadas e armazenadas (-18 °C) em frascos de polipropileno até a

execucdo das andlises laboratoriais.

45.3 Extragéo assistida por enzimas (EAE)

Amostras de 5g farinha de casca de café foram adicionadas ao erlenmeyer contendo 25 mL
solucdo tampdo acetato (100 mM, pH 5,0). Em seguida foram adicionadas as enzimas
hidroliticas Viscozyme L (endoglucanase, xilanase, celulase e hemicelulose) e Celluclast 1,5
(celulase), onde foram testadas concentracfes de enzima de 0,1 e 0,5% v/v. A reacdo foi
conduzida em banho maria com agitacdo a 50°C por 60 minutos. A reacdo foi paralisada em
banho com gelo por 15 minutos, em seguida as amostras foram centrifugadas (17 000 x g por
10 minutos a 5 °C). O sobrenadante foi coletado, congelado, liofilizado e armazenado (-18 °C)

em frascos de polipropileno até a execucdo das anélises laboratoriais.

45.4 Extracgdo assistida por ultrassom (EAU)

A extracéo assistida por ultrassom foi realizada conforme descrito Zhang et.al (2018) com
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modifica¢fes. Amostras de 5g de farinha de casca de café em agua destilada (1:5 m/v) foram
acondicionadas em frascos e colocadas em banho ultrassonicador (modelo 1400A Unique) na
frequéncia de 135 W durante 15 minutos. As amostras obtidas foram filtradas, coletadas,
congeladas, liofilizadas e armazenadas (-18 °C) em frascos de polipropileno até que as analises

laboratoriais fossem realizadas conforme o item 4.5.

46 AVALIACAO DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Capacidade sequestradora do radical DPPH

A técnica da captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi
realizada pelo método de Bougatef et al., (2009) com pequenas modificacdes. As amostras
foram diluidas em metanol 80% (v/v) para concentracao final de 0,05 g/mL. O meio reacional
foi composto por 500 pL de amostra, 500 uL de metanol e 125 pL de solu¢do de DPPH. A curva
padrdo serd realizada com Trolox na faixa de 15 a 600 uM/mL e o resultado expresso em
equivalentes de Trolox. A reducgéo do radical DPPH foi medida a 517 nm em espectrofotémetro.
Os resultados foram expressos como pmol de Trolox equivalente (TE) por grama de amostra

(umol TE g1).

4.6.2 Capacidade sequestradora do radical cationico ABTS+

A metodologia foi realizada de acordo com o método descrito em Al-duais et al.,
(2009) com algumas modificacBes. O radical ABTS+ estara presente em solugéo sera preparada
utilizando o composto 2,2’-Azinobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-suphonic acid) - diammonium
salt] — (ABTS) na concentracdo de 7 uM e persulfato de potassio (K2S20g) (140 uM). O meio
reacional foi mantido durante 12 horas em repouso, na auséncia de luz e a temperatura ambiente,
condi¢Bes necessarias para gerar o radical ABTS+. Em seguida, a solucdo concentrada
(contendo o radical gerado) foi diluida em &gua destilada para o ajuste daabsorbanciaem 0,7 +
0,02 a 734 nm utilizando o leitor de microplacas. Aliquotas de 20 uL dosextratos das amostras
e 220 pL da solugdo de radical ABTS+ foi incubada a temperatura 25° na auséncia de luz por
6 minutos. A absorbancia foi medida a 734 nm em leitor de microplacas. A curva padréo foi
preparada utilizando uma solucéo padréo de Trolox (0 a 400uM) e os resultados serdo expressos

em pmol TE g* de amostra.



4.6.3 Potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP)

A técnicas foram realizadas pelo método descrito por Firuzi et al., (2005). Volumes
de 25 pL dos extratos diluidos em agua (1:10) foram misturados com 175 uL do reagente FRAP,
preparado previamente e composto por TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) (10 mM), cloreto
férrico (20 mM) e tampdo acetato (0,3M) pH 3,6. O meio reacional foi mantido a 37°C durante

30 minutos na auséncia de luz. A absorbancia foi determinada a 593 nm em leitor de
microplacas. A curva padrdo foi preparada utilizando uma solucéo padrdo de Trolox (0 a 250

uM). Os resultados foram expressos em pmol TE g de amostra.

4.6.4 Compostos Fenolicos totais

A determinagdo de fenolicos totais foi baseada no método de Folin-Ciocalteu (Hnrcirik;
Fritsche, 2004), que consiste na reducdo do acido fosfomolibdico e fosfotungstico pelas
hidroxilas dos fenois produzindo uma coloracdo azul. Em um tuboeppendorf de 2 mL foram
adicionados 50 pL de amostra (extrato 0,05g/mL), 800 puL de 4gua destilada, 50 uL de reagente
de Folin- Ciocalteu. Apds agitacGes em vortex a solucao foi deixada em repouso por 3 minutos
em auséncia de luz. Em seguida foi adicionado 100 uL de solucdo de carbonato de sddio
(Na2CO3z 1 M), a solucéo foi homogeneizada e armazenadaem ambiente escuro durante 2 horas.
Apods este intervalo foi realizada a leitura da absorbéancia a 725 nm. O branco foi realizado com
agua. A curva de calibracdo foi realizada utilizando umasolucdo de &cido galico na faixa de
0,025 — 0,25 pg/mL e os resultados expressos em mg de acido galico equivalente por kg de
amostra (mg AGE/KG).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para as analises estatisticas, foi utilizado a linguagem de programacao utilizando o
pacote ExpDes.pt do software R, versdo 4.0.3 (R Core Team, 2022). A ANOVA e testes de
comparacao de médias (teste de Tukey) foram conduzidos ao nivel de 95% de confianca. Para
analisar a diferenca entre os tratamentos, adotou-se o teste de Analise de Variancia (ANOVA
— one way) para experimentos com Delineamento em Blocos Casualizados. O teste post-hoc
para distin¢do dos tratamentos e repeticdes foi o Teste de Tukey (Ferreira; Cavalcanti;Noguera,
2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PREPARO DA AMOSTRA E ANALISE DE CLASSIFICACAO GRANULOMETRICA

As cascas de café do tipo Arabica foram recebidas no Laboratério de Bioprocessos
umidas e entdo foi realizada a secagem em estufa a 40°C durante6 dias. A Tabela 1, abaixo

apresenta os valores de massa e umidade inicial e final da amostra de farinha da casca de café.

Tabela 1- Dados amostra de café Ardbica

Massa inicial (g) 4000
Massa final (g) 1024,99
Umidade base seca (%) 25,6

Fonte: O autor, 2022.

Apés a realizacdo da secagem as amostras foram submetidas a moagem em moinho de
facas, eem seguida foi realizada a classificacdo granulométrica da amostra em um sistema de
peneirasda série Tyler na faixa de 16 a 48 mesh. Na Tabela 2 estdo dados obtidos ap6s a analise

granulométrica da amostra.

Tabela 2- Dados analise granulométrica farinha de café

Mesh Didmetro massa retida  Fragdo massica % fracédo Fragdo % fracdo
(um) (9) massica acumulada  acumulada
passante
16 991 * - - - -
20 833 514,35 0,5927 59 0,41 40,73
28 589 124,46 0,1434 14 0,26 26,39
35 417 112,47 0,1296 13 0,13 13,43
48 295 55,66 0,0641 6 0,07 7,01
Fundo 0 60,87 0,0701 7 0,00 0,00
Total 867,81 1 100 1

Fonte: O autor, 2022.



A granulometria de uma particula pode interferir em sua absorcao, no rendimento de
extragdo entre outras varidveis. Influencia diretamente na eficiéncia da extragdo, haja vista que
a estrutura tecidual das diversas partes de uma planta é heterogénea. Assim, é desejavel que a
granulometria seja homogénea para que a penetracdo de solventes no material seja facilitada
(Migliato et al., 2011). E um sistema de classificagdo muito diverso em termos de proporgoes
onde é possivel encontrar na literatura muitas variaveis a partir de sua aplicacdo. Segundo
Ludwig et al., (2014), a composi¢do do substrato, seu tamanho de particula granulométrico e
as propriedades fisico-quimicas associadas, influenciam inicialmente a disponibilidade de
nutrientes do meio, portanto a selecdo deve levar em consideragé@o as necessidades iniciais da
cultura, bem como a sua tolerancia de aplicacao.

Em estudos realizados por Ma; Mu (2015) analisaram os efeitos da extracdo alcalina,
hidrélise enzimatica, em relacdo a distribuicdo de tamanho de particula na composicao quimica
e nas propriedades estruturais, fisico-quimicas e funcionais de fibras dietéticas de cominho sem
Oleo. As fibras analisadas, com os peneirados com de malhas menores (>80 mesh) exibiram
melhores propriedades fisico-quimicas e funcionais do que as fibras ndo peneiradas e
diminuiram com tamanhos de malha da peneira maiores (>120 mesh), enquanto as propriedades
funcionais aumentaram com o aumento do tamanho da peneira.

Com base nos dados da analise granulométrica podemos observar que a maior parte da
amostra (59%) € a fracdo 20/28 e esta apresenta o diametro médio de 711um. Esses dados foram
aplicados modelos matematicos ajustados aos dados experimentais foram o de Gates-Gaudin-
Schuhmann (GGS) (equagdo 1) e o de Modelo de Rosin- Rammler-Bennet (RRB) (equagéo 2)
para avaliar a distribuicdo do conjunto de particulas da farinha de casca de café obtida apds o
processo de moagem. Para obtencdo dos parametros dos modelos de distribuicdo
granulométrica foi necessario realizar a linearizacdo dos dois modelos, fazendo o uso das
equacdes 3 e 4. Na Figura 3 esta representado o comportamento granulométrico da farinha de

casca de café através dos 2 modelos.
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Figura 3- (a) Regresséo Linear da equagdo GGS e (b) Regressdo linear da equacdo RRBda

farinha de casca de café.
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Fonte: O autor, 2022.
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O modelo que melhor se ajustou a granulometria da farinha de casca de café foi o RRB,pois

apresentou um coeficiente de determinacédo de 0,9956, como apresentado na Figura 3.

Para prosseguir com as extracGes foram selecionadas 2 fragcbes com granulometrias

diferentes para realizar os diferentes métodos de extracéo, identificadas como A (0,912 mm) e

B (> 0,295 mm), (selecionadas para representar um parcela da farinha mais grossa e outra mais

fina, a fim de identificar uma possivel interferéncia, ou ndo) e armazenadas em freezer.

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foram testadas os diferentes métodos de extracdo, sendo elas, a extracdo classica com

solventes (ECS); a técnica de extracdo assistida por enzimas (EAE), tratamentos térmicos

utilizando a autoclave e utilizagéo de ultrassom.

Os tratamentos, identificacdo e condicGes de extracéo estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3- Estratégias de extracao e identificacdo das amostras

Tratamento  Métodos Solvente Tempo Temperatura Agitagcdo
(min) (°C) (rpm)
1 Classica etanol:agua 60 25°C 100
(1:2)
2 Classica acetona:agua 60 25°C 100
(1:2)
3 Térmica Agua 15 121 0
4 Térmica Agua 30 121 0
5 Enzima solucéo tampéo
Viscozyme L acetato (100 60 50 150
0,1% mM, pH 5,0)
Enzima solucéo tampéo
6 Viscozyme L acetato (100 60 50 150
0,5% mM, pH 5,0)
Enzima solucéo tampéo
7 Celluclast 1,5 L acetato (100 60 50 150
0,1% mM, pH 5,0)
Enzima solucéo tampéo
8 Celluclast1,5L acetato (100 60 50 150
0,5% mM, pH 5,0)
9 Ultrassom -
frequencia 135 Agua 15 60 0
w

Fonte: O autor, 2022.

Foram produzidas amostras controle nas

mesmas condicdes das extracOes para

comparacdo dos resultados. Nessas amostras foram realizadas as anélises de determinacédo de

compostos fendlicos totais, e determinacdo de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH,

FRAP e ABTS, e concentragdo minima inibitéria de microrganismos patogénicos.

Foi utilizado um delineamento de blocos casualizados (DBC) com 3 repeti¢cdes, sendo

que os tratamentos corresponderam as formas de obtencdo dos extratos, totalizando 12

condicdes, e os blocos as duas granulometrias avaliadas. Desta forma pdde-se avaliar o efeito

dos métodos de extracdo e da granulometria nas atividades antioxidantes avaliadas.

5.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos na natureza, sdo metabolitos

secundarios das plantas geralmente envolvidos em mecanismos de defesa da planta contra

patdgenos e quimicamente possuem um ou mais anéis aromaticos e um ou mais grupos hidroxil



(Dai E Mumper, 2010; Cardador-Martinez et al., 2014).

Segundo Arnoso et al., (2019), os compostos fendlicos sdo geralmente a maior fonte de
antioxidantes na alimentagdo humana, no entanto, para exercer essa fungao antioxidante e seus
beneficios concomitantes, sdo necessarios digestdo, absorcdo e metabolismo eficientes desses
compostos. Geralmente sdo muito influenciados pelas suas caracteristicas fisico- quimicas
como qual € o tipo do bioativo e sua polaridade.

Em pesquisas realizadas por Magalhées; Reis; Fernandes (2018), relata que as extragdes
de compostos fendlicos apresentam melhores interacfes e resultados com autilizacdo de
compostos polares, comparado a outras extracdes, realizados em diversasqualidades de azeite
de oliva, azeitonas e folhas de oliveira afim de extrair o Tirosol de ambas.

Na Tabela 4, podemos observar os resultados da andlise de determinagdo de

Compostos Fendlicos Totais expressos em concentragdo de acido galico (mg/g).

Tabela 4- Resultado para Compostos fendlicos totais em extrato de casca de café.
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Compostos Fendlicos Totais

Tratamento A (0,912mm) B (> 0,295 mm)
Ac. Gélico mg/g Ac. Galico mg/g
cléssica solvente etanol 13,2+0,2°9 25,60,5 %
classica solvente acetona 14,1+ 0,71 11,8+04'
térmica - 15 min 21,8+0,5" 31,8+0,4°
térmica - 30 min 18,3+0,7°¢ 30,9 £0,05%
Enzima Viscozyme L 0,1 % 24,2 +0,32 25,2 +0,7 %
Enzima Viscozyme L 0,5 % 227+0,9% 26,9 + 1,9
Enzima Celluclast 1,5 L 0,1 % 14,8 +0,3f 22,9+ 015
Enzima Celluclast 1,5L 0,5 % 21,3+0,5" 24,1+0,5°f
Ultrassom - frequéncia 135 W 19,2 +0,2 % 28,9+0,4 "
Controle - 4gua Ttl 18,1+0,6° 21,4+0,16°¢
Controle - 4gua Tt5 18,4+05° 26,3+0,9%
Controle - 4gua Tt9 20,4 +0,3°% 18,4 04"

Fonte: O autor, 2022.

* 0s resultados foram expressos em média (triplicata) e desvio padrdo.Letras mindsculas diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados do teste Tukey para cada

determinacdo e granulometria de casca de café.

Foi realizada a analise de delineamento de blocos casualizados (DBC) para constatar se
houve efeito de bloco e ap6s a analise foi realizada o teste de Tukey para verificacdo se houve

diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos.



Tabela 5 Anova DBC Compostos Fendlicos totais,

GL SQ QM F valor p-valor
Tratamento 11 049,48 86,32 10,846 1,3992¢10
Bloco 1 574,02 574,02 72,126 8,0740e1?
Residuo 59 469,55 7,96
Total 71 1993,04

Fonte: O autor, 2022.
*CV=13%

Como podemos observar pela ANOVA do DBC, a um nivel de 5 % de significancia, houve
diferenca significativa entre os tratamentos de extracao utilizados e o efeito de bloco também
foi significativo. Indicando que a granulometria influenciou na extragdo dos compostos
fendlicos das amostras. Em seguida, foi realizado o teste de Tukey para cada granulometria
(bloco), como podemos observar os resultados na Figura 3.

Baseado nesses resultados podemos perceber que a melhor estratégia de extragdo de
compostos fendlicos presentes na farinha de casca de café, foi a extracdo assistida pela enzima
Viscozyme na amostra A de granulometria (0,912 mm) quando utilizada nas duas concentragdes
0,1% (24,2 mg/g) e 0,5% (22,7 mg/g). Enquanto a extracdo menos eficaz foi, a extracdo classica
utilizando etanol como solvente de extragédo (13,2 mg/g). Apesar de ser o método mais comum,
a extracdo utilizando solventes depende de muitos fatores como a polaridade do solvente,
tempo, temperatura e razdo solvente-amostra para ser bem sucedido. A solubilidade dos
compostos fenolicos é fortemente afetada pela composicdo quimica da matrize pela polaridade
do solvente (Dai, J.; Mumper, 2010). O etanol é um solvente muito utilizado,devido ao seu custo
e seguranca de manuseio, entretanto em excesso pode causar hidrélise de acil e residuos de
acucares (Revilla, Ryan, Martin-Ortega, 1997).

Segundo Krakowska-Sieprawska (2021) cada enzima tem uma faixa especificade pH,
temperatura e outros fatores para funcionar adequadamente. Esses parametros que afetam a
liberacdo enzimaticamente assistida de compostos biologicamente ativos, que precisam ser
otimizados para cada processo de extragédo especifico.

Existem varias misturas enzimaticas comerciais disponiveis (por exemplo, Viscozyme
L®, Lallzyme®, Kemzyme® Plus, Multizyme® e Ultrazym®). Viscozyme L® é um complexo
multi- enzimatico contendo arabinase, celulase, y-glucanase, hemicelulase e xilanase. (Nguyen;
Ziemichad; Olech, 2022).

Santos; Ferrari (2005) avaliaram o desempenho de enzimas comerciais Alcalase

(protease) e Celluclast (celulase) durante a extracdo de agua de oOleo de soja, e o efeito da
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concentracdo da enzima, tempo de extracdo e diluicdo da amostra (soja) no rendimento final.

Quatro experimentos de extracdo foram realizados onde mostraram que a variavel mais
importante ao longo do processo de extracdo foi com a maior diluigdo da amostra. J& a extracao
com agua foi inferior a extracdo com solvente. O aumento na concentragdo enzimatica das
enzimas comerciais no decorrer da pesquisa aliada ao tempo de extracdo se mostrou eficiente
pois favoreceu o rendimento da amostra.

Em estudos realizados por Waliszewski, et al., (2007) relatam sobre o uso da extracao
soxhlet utilizando etanol de maneira individual se mostrou pouco eficaz para a extracao de
feijdo baunilha, no entanto foi realizado um pré-tratamento enzimatico utilizando enzima
comercial (Viscozyme® seguido de Celluclast®), onde foi possivel notar uma melhora
significativa na extragéo e recuperagédo da baunilha e um maior rendimento final.

O método de extracdo em autoclave trata-se de um método eficaz na lise celular o que
facilita a solubilizacdo dos compostos bioativos no solvente aplicado. O fato de este método
utilizar &gua como solvente apresenta vantagens, uma vez que torna o processo mais eficiente
e viavel, quer economicamente, quer ecologicamente (Gil, 2020).

De uma maneira geral analisando a Tabela 4 podemos perceber que as concentracdes de
compostos fendlicos obtidos com a farinha de menor granulometria foram superiores para todas
as estratégias de extracdo com excecao da extracao classica utilizando acetona como solvente.

O que foi confirmado pelo efeito significativo de bloco evidenciado pelo DBC.

5.4 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
CAPACIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL DPPH

Na Figura 4, podemos observar os resultados da analise de determinacdo de atividade
antioxidante pelo método DPPH expressos em pumol de equivalentes Trolox (mg/g).
Figura 4- Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de DPPH.
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Foi realizada a andlise de delineamento de blocos casualizados (DBC) para constatar se
houve efeito de bloco e apo6s a andlise foi realizada o teste de Tukey para verificar se houve

diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos.

Tabela 6- ANOVA DBC Atividade antioxidante DPPH,

GL SQ QM F valor p-valor
Tratamento 11 125002 11363,8 6,2332 0,00000
Bloco 1 898 898,3 0,4927 0,48548
Residuo 59 107563 1823,1
Total 71 233463

Fonte: O autor, 2022.
*CV=18,82%

Apdbs a realizacdo da analise estatistica dos dados obtidos pela analise de DPPH,
podemos observar que o efeito dos tratamentos foi significativo. Entretanto, o efeito de bloco,
ou seja, das granulometrias nao foi significativo. Entdo dentre as técnicas de extracdo aplicadas,
a extracdo utilizando autoclave por 15 minutos (343,5 umoL TE/g ) foi a estratégia mais
eficiente para aumento da atividade antioxidante, seguida pela extracdo assistida por enzima

utilizando a enzima Viscozyme L 0,1% (304,2 umoL TE/qg).

5.5 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
CAPACIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL CATIONICO ABTS+

Na Figura 5, verificamos os resultados da andlise de determinacdo de atividade antioxidante

Figura 5- Determinagdo da atividade antioxidante pelo método de ABTS,
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Para a analise de ABTS", ao observar os dados mostrados pela ANOVA (Tabela 7), a um
nivel de 5 % de significancia, houve diferenca significativa entre os tratamentos de extracédo
utilizados e o efeito de bloco também foi significativo. Indicando que a granulometria
influenciou na extracdo dos compostos fenolicos das amostras. Para a amostra A ¢ B o
tratamento mais efetivo foi 0 mesmo, extracao utilizando a autoclave por 15 minutos sendo as
atividades 347,8 e 391,2 umoL TE/g, respectivamente. E as menores atividades antioxidante
pelo método ABTS™ foram obtidas pela extragdo classica com etanol (184,3 umoL TE/g) e
acetona como solvente (2254 upmoL TE/g ) para granulometria maior e menor,
respectivamente.

Tabela 7- Anova DBC Atividade antioxidante ABTS,

GL SQ QM F valor p-valor
Tratamento 11 81919 7447.1 3.4426 0.000967
Bloco 1 8523 8522.6 3.9397 0.051814
Residuo 54 127631 2163.2
Total 71 218072

Fonte: O autor, 2022.
*CV=15,25%



43

5.6 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
POTENCIAL ANTIOXIDANTE REDUTOR DE FERRO (FRAP)

Na Figura 7, podemos observar os resultados da analise de determinacdo deatividade

antioxidante pelo método FRAP expressos em pumol de equivalentes Trolox (mg/g).

Figura 7- Determinacgdo da atividade antioxidante pelo método de FRAP.
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Fonte: O autor, 2022.
Tabela 8- Anova: DBC Atividade antioxidante FRAP,
GL SQ QM F valor p-valor
Tratamento 11 14886 1353.27 3.5200 0.00079
Bloco 1 543 543.35 1.4133 0.23927
Residuo 59 22683 384.45
Total 71 38112

Fonte: O autor, 2022.
*CV=132,19%



Para a analise antioxidante de FRAP, apds realizacdo do DBC, a analise da ANOVA
demonstrou que o efeito de bloco ndo foi significativo, somente os tratamentos foram
significativos. Para a amostra A (0,912 mm) a melhor e menor atividades antioxidante
determinada pelo método FRAP foi a extracdo assistida pela enzima Viscozyme L 0,1 % (77,6
pumoL TE/g) e a extracdo classica utilizando etanol como solvente (40,9 umoL TE/qg),
respectivamente. E para a granulometria mais fina B (> 0,295 mm) a atividade antioxidante
mais alta e mais baixa foram a extracédo cléssica utilizando etanol como solvente (108,2 umoL

TE/g ) e o controle feito somente com agua destilada (5,9 umoL TE/qg).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A escolha do método de extracdo é uma etapa crucial para recuperacdo de compostos
fenolicos. Dentre eles, os métodos verdes como uso de autoclave e de enzimas possuem um
enorme potencial para obtencdo de extratos com maior atividade antioxidante, utilizando menos
energia, ou seja, causando menor degradacdo ao meio ambiente. Nesse trabalho a enzima
Viscozyme L (Novozymes) e os métodos térmicos (autoclave) apresentaram os melhores
desempenhos quando comparados aos métodos classicos, para extracdo de compostos fendlicos

e atividade antioxidante.
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