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Resumo

No processo produtivo de café, alguns lotes com menor qualidade do ponto de vista de aroma e
sabor sédo descartados para ndo prejudicarem negativamente a qualidade da bebida, e séo utilizados
na producéo de biocombustiveis sélidos. No entanto estes lotes de café contém compostos fendlicos
de grande valor nutracéuticos que podem ser extraidos e valorizados antes de se utilizar o grédo
rejeitado em aplicacdes energéticas.

Neste trabalho testou-se a extracdo de compostos fendlicos a partir de um lote de café em p6
rejeitado, por maceracéao e por extragdo a refluxo, utilizando acetona, agua, misturas destes solventes
(0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) e uma solu¢do aquosa de hidroxido de
célcio 0,01%. O rendimento de extracdo bem como as concentra¢des de compostos fendlicos (reacéo
de Folin-Ciocalteau), e a atividade antiradicalar (DPPH), dos extratos mostraram uma forte
dependéncia da quantidade de 4gua nos extratos e foram superiores nos ensaios de extracéo a refluxo
do que nos ensaios de maceracéo, atingindo rendimentos de extracdo superiores a 30% nos extratos
com mais de 50% de agua. Nos ensaios de maceragéo a presenca de concentracdes superiores de
acetona permitiu ultrapassar limitacdes de transferéncia de massa da matriz, nomeadamente a
presenca de Oleo de café. Este 6leo foi extraido com hexano e caracterizado por GC-MS tendo revelado
quantidades elevadas de acido linoleico. A extracdo por refluxo com misturas de acetona e agua
produziu extratos ricos em compostos fendlicos, atingindo 600 mg EAG/g de extrato, na fracdo 1 do
extrato produzido com 60% acetona, e 594,2 mg EAG/g de extrato na mesma fracdo produzida com
acetona a 50%. Estes dois extratos apresentaram também percentagens de inibicao do radical DPPH
acima de 50%, para uma concentracao de 0,1 mg/mL. A atividade anti-radicalar e o teor de fendlicos
dos extratos apresentaram uma correlacdo positiva forte (r=0,8). Os extratos de café e diversos
compostos fendlicos individuais ndo apresentaram atividade antimicrobiana relativamente as bactérias
S.Aureus e E. Coli), quando estudada em niveis de concentragdo de 50 mg/mL e 100 mg/mL, pelo
método de difusdo em agar. O perfil de compostos fendlicos dos extratos avaliado por HPLC- DAD
revelou a presenca de diversos acidos hidroxicindmicos e os compostos maioritarios identificados e
guantificados foram, por ordem de decrescente de concentracéo: cafeina, 5-ACG, 3-ACG e 4-ACG. Os
extratos foram também submetidos a digestao gastrointestinal in vitro, e a caracterizagao dos extratos
brutos e dos digeridos evidenciou uma reducdo superior a 70% da bioacessibilidade e
biodisponibilidade dos &cidos clorogénicos e da cafeina.

A utilizacdo de acetona aquosa em diferentes propor¢cdes exibiu um potencial significativo na
extracdo de compostos bioativos de café rejeitado através da extracao por refluxo, em proporcdes
equivalentes ou até superiores as solugcdes aquosas e permitindo um menor gasto energético na
recuperacao de solvente, aspeto relevante ao nivel industrial. Em concluséo, a valorizagdo de graos
rejeitados poderd permitir um acréscimo na cadeia de valor da indistria de café, e o residuo

remanescente apos a extragdo podera ainda ser encaminhado para valorizacdo energética.

Palavras-chave: Café rejeitado, acetona, refluxo, compostos fenélicos, antioxidantes, acidos
clorogénicos
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Abstract

In the process of coffee production, some lots with lower quality from the point of view of aroma and
flavor are discarded so as not to negatively affect the quality of the beverage, and are used in the
production of solid biofuels. However, these coffee lots contain phenolic compounds of high
nutraceutical value that can be extracted and valorized before using the rejected grains in energy
applications.

In this work the extraction of phenolic compounds from a batch of discarded coffee powder was
evaluated by maceration and by reflux extraction using acetone, water, mixtures of these solvents (0%,
10%, 20%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) and a 0.01% aqueous calcium hydroxide.
The extraction yield as well as the concentrations of phenolic compounds (Folin-Ciocalteau reaction)
and antiradicalar activity (DPPH) of the extracts showed a strong dependence on the amount of water
in the extracts and were higher in the reflux extraction tests than in the maceration trials, reaching
extraction yields of more than 30% for extracts with more than 50% water. In the maceration tests, the
presence of higher concentrations of acetone allowed to overcome limitations of mass transfer of the
matrix, namely the presence of coffee oil. This oil was extracted with hexane and characterized by GC-
MS having revealed high amounts of linoleic acid. Refluxing with acetone and water mixtures yielded
extracts rich in phenolic compounds, reaching 600 mg EAG / g extract, in fraction 1 of the extract
produced with 60% acetone, and 594.2 mg EAG / g extract in the same fraction produced with 50%
acetone. These two extracts also showed percentages of DPPH radical inhibition above 50%, at a
concentration of 0.1 mg / mL. The anti-radical activity and the phenolic content of the extracts showed
a strong positive correlation (r = 0.8). Coffee extracts and several individual phenolic compounds did
not present antimicrobial activity against S. aureus and E. coli bacteria when studied at concentration
levels of 50 mg / mL and 100 mg / mL, using the agar diffusion method. The phenolic profile of the
extracts evaluated by HPLC-DAD revealed the presence of several hydroxycinnamic acids and the
major compounds identified and quantified were, in order of decreasing concentration: caffeine, 5-ACG,
3-ACG and 4-ACG. The extracts were also submitted to gastrointestinal digestion in vitro, and the
characterization of crude extracts and digests evidenced a reduction of more than 70% in
bioaccessibility and bioavailability of chlorogenic acids and caffeine.

The use of acetone:water mixtures for the extraction of bioactive compounds from discarded coffee
by refluxing, exhibited equivalent or even better yields than 100% water and allows a lower energetic
cost in the solvent recovery step, a relevant aspect at the industrial level. In conclusion, the valorization
of rejected grains may increase the value chain of the coffee industry and the remaining residue after

extraction may still be sent for energy recovery.

Keywords: Coffee waste, acetone, reflux, phenolic compounds, antioxidants, chlorogenic acids.
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Capitulo 1 - Introducéao

1.1 Histoéria do Café

Apesar das muitas lendas que existem sobre a sua origem, até a data ndo se sabe exactamente
como se descobriu o café. No entanto, a referéncia mais difundida é a lenda de Kaldi, na qual um pastor
etiope reconhece as qualidades do fruto como fonte de vigor e &nimo. A lenda conta que o pastor
descobriu o café depois de perceber que as suas cabras, apés ingerirem gréos e folhas de um
determinado arbusto (pés de cafeeiro), ficavam tdo agitadas que ndo queriam dormir durante a noite.
Depois disto, Kaldi fez questéo de transmitir a sua histéria ao abade do mosteiro local que, por sua vez,
fez uma bebida com os gréos e descobriu que esta 0 manteve alerta durante longas horas de oracao
a noite. Rapidamente o abade partilhou a sua descoberta com os outros monges do mosteiro e,
lentamente, o conhecimento dos efeitos dos grédos comecgou a espalhar-se sendo que hoje, o café é
cultivado numa infinidade de paises em todo o mundo e é a segunda maior comodidade transacionavel

logo a seguir ao petroleo [1][2].
1.2 O cafeeiro

O cafeeiro € um arbusto tropical com folhas verdes, pertencente ao género da familia Coffea spp
Rubiaceae, que cresce em areas de humidade moderada de 600 a 1200 metros. Este género
compreende muitas espécies, no entanto, as mais cultivadas sdo a Arabica e a Robusta, que por sua
vez incluem diferentes variedades. O cafeeiro produz um fruto carnudo vermelho ou frutos roxos,
chamados cerejas de café, com dois nucleos, cada um contendo um grao ou semente de café verde
[3].

No género Coffea apenas quatro espécies (C.arabica, C.canephora, C.liberica e C. Dewevrei
cv.Excelsa) tém importancia comercial [4]. Outras espécies de café que merecem destaque pelo fato
de serem cultivadas nos seus locais de origem e principalmente, por serem fontes importantes de genes
para o melhoramento genético sdo as seguintes: Coffea bengalensis Heyne ex Willd; Coffea
eugenioides S. Moore; Coffea Stenophylla G. Don; Coffea racemosa Lour; Coffea congensis Froenh;
Coffea zanguebariae Lour, Coffea abeokutoe e ainda as espécies da subsec¢do Mascharocoffea, dos

cafés descafeinados [5].

1.2.1 Cultivares de Coffea arabica

A espécie ardbica é mais importante do género Coffea e corresponde a cerca de 70% do café
comercializado mundialmente. Esta espécie é nativa das terras altas da Etidpia, antiga Abissinia, sendo
atualmente cultivada no continente americano, Africa e Asia e da origem a uma bebida de qualidade
superior, de aroma marcante e sabor adocicado, largamente consumida pura ou em misturas com
outras espécies de café [6]. De entre as espécies do género Coffea ja descritas, C. arabica é a Unica

tetrapldide, sendo as demais dipldides. Isso significa que a C. arabica possui quatro conjuntos do
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namero basico de cromossomas do género (n=11), totalizando 44 cromossomas. Quanto ao modo de
reproducéo, C. arabica é autogamica, o que significa que a sua reproducao ocorre principalmente por
meio de autofecundagéo, chegando a ter 90% das suas flores fertilizadas pela jungao de pélen e 6vulos

oriundos da mesma planta [6].

1.2.2 Cultivares de Coffea canephora

Café robusta é uma denominacdo generalizada que agrupa as variedades da espécie Coffea
canephora Pierre ex Froehner. E uma espécie nativa das florestas baixas da Africa Equatorial na bacia
do rio Congo e atualmente é cultivada em alguns paises da Africa Central e Ocidental, no sudeste da
Asia e na América do Sul. A sua utilizagdo é mais comum na preparacédo de misturas (blends), nas
quais € misturada ao café arabica, podendo compor até 30% do produto final. Por possuir maior teor
de sdlidos sollveis que o café arabica e apresentar maior rendimento apds o processo de torrefagéo,
o café robusta é a componente essencial dos cafés soluveis [7].

As plantas da espécie Coffea canephora sdo arbustos muito ramificados com um desenvolvimento
inicial mais lento do que o Coffea arabica. Quando atingem a maturidade apresentam copas mais

desenvolvidas e um porte mais elevado [6].

Na tabela 1.1 encontram-se as principais caracteristicas e requerimentos para o cultivo de café, das

espécias C. arabica e C. canephora.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas e requerimentos para o cultivo de café (adaptado de [8])

Caracteristicas das espécies Coffea arabica Coffea canephora

Anfidipléide Diploide

Estado do cromossoma (2n=4x=44 cromossomas) (2n= 22 cromossomas)

Humido, bosque tropical de folhas perenes (cultivo com e sem arvores de
sombra, cultivo intercalado)

Ecologia
Montanhas tropicais (950-) Zonas tropicais baixas (50-)
1200-1950 m 250-1500 m
Temperatura Moderada, 15-24 °C Caloroso, 18-36 °C
1200-2200 mm ano ) 2200-3000 mm ano*!
Chuva Cultivos excepcionais As vezes em floresta seca humida
ao nivel do mar (Havai) sazonal.
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(Tabela 1.1 continuagéo)

Caracteristicas das

- Coffea arabica Coffea canephora
espécies
Altura da planta 4 a6 m (poda 2 a 3m) 8al2m(poda2a3m)
Didmetro do dossel l12a2m l2a2m
Raiz principal 0,5 a 1 m ; varias raizes axilares, profundidade vertical 1,5 a 3 m; muitas raizes laterais
. paralelas ao solo, distancia 1,5 a 1,8 m do tronco, raizes de cabelo em geral.
Sistema
Radicular
Raizes mais profundas Raizes menos profundas
Eliptica, margem inteira; verde escuras a verde bronze.
Comprimento 10 a 15 cm Comprimento 20 a 35 cm
Folhas Largura 4a6cm Largura 8al5cm

Tempo de crescimento: 7 a 8 semanas para

expansdo completa e fotossintese 6timas Vida dtil 7 a 10 meses

Emparelhado, axilar, melhor floragdo em madeira de 1 ano de idade, tempo de crescimento de 4
meses com periodos de dorméncia

Inflorescéncia

4 a 12 n6s com 16 a 48 flores por n6 30-100 flores por né
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(Tabela 1.1 continuagéo)

Caracteristicas das Coffea arabica Coffea canephora
espécies

Hermafrodita, corolas brancas e raramente rosa claro, I6bulos de la corola se sobrepdem, estilo

longo
Autogamicas Alogamicas
Flores (autopolinizagéo) (polinizagéo cruzada)
Tempo de polinizagéo 1 dia Recetivo até 6 dias ap6s a floracéo

As bagas contém duas sementes (raramente uma ou trés), assim como sementes com sulco

profundo
Comprimento Comprimento
Fruto 12a18 mm 8 al16 mm
Maturacéo do fruto Maturacéo do fruto
7 a 9 meses ap0s da fluorescéncia 9 a 11 meses apos da fluorescéncia
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1.3 Composicédo quimica de gréos de café verde

O café é considerado uma das bebidas mais complexas do ponto de vista da sua quimica. Esta
complexidade resulta ndo apenas do grande nimero de compostos quimicos contidos nos gréos de
café verde, mas também das transformacdes sofridas por estes compostos em todas as fases do
processamento do grdo e da extracdo do café, originando uma grande diversidade de estruturas
complexas que se podem encontrar numa chavena de café [8].

Tal como a maioria dos tecidos vegetais, os graos de café verde sdo compostos principalmente por
polissacaridos insollveis, como celulose e hemiceluloses (cerca de 50% m/m). Contém também
hidratos de carbono sollveis, tais como os monossacaridos frutose, glucose, galactose e arabinose, os
oligossacéaridos de sacarose (que representam mais de 90% dos oligossacéridos), rafinose e
estaquiose e polimeros de galactose, manose, arabinose e glucose. Os hidratos de carbono soluveis
atuam fixando o aroma, estabilizando a espuma, sedimentando e aumentando a viscosidade do
extrato. Além disso, também estéo presentes acidos alifaticos nao volateis (tais como os acidos citrico,
malico e quinico) e acidos volateis (tais como acidos acético, propandico, butandico, isovalérico,
hexandico e decandico). Os 6leos e ceras sdo também constituintes importantes, representando 8 a
18% da massa seca. A cafeina é o principal alcaldide dos graos de café, representando 1 a 4% (m/m

em base seca), com grande varia¢do da sua concentragdo entre os diferentes cultivares [9] [10] [11].

A composicao de gréos de café verde varia de acordo com as espécies, origem e 0s métodos de
andlise. Os principais componentes dos géneros Coffea arabica (arabica) e Coffea canephora (robusta)

em graos de café verde sdo apresentados na tabela 1.2.
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Tabela 1.2 - Os principais componentes dos gréos de café verde (% m/m em base seca) [12].

Componentes Coffea arabica Coffea canephora
Cafeina 06-15 22-28
Trigonelina 1,0 0,7
Acido clorogénico (ACG) 5,2 —6,4 55-7,2
Acido 3,5-di-O- cafeoilquinico 0,7-1,0 1,4-25
Acido O- feruoilquinico 0,3-0,5 05-15
Outros acidos organicos ~2,0 ~2,0
Sacarose e outros agucares redutores 53-93 3,7-7,1
Flavana 9,0-13,0 6,0- 8,0
Manana 25,0- 30,0 19,0- 22,0
Galactano 4,0- 6,0 10,0 -14,0
Outros polissacaridos 8,0 -10,0 8,0 -10,0
Aminoécidos livres 0,4-2,4 0,8-0,9
Proteinas ~12,4 ~12,0
Kahweol 0,7-11 n.d
Acidos gordos 10,0- 14,0 8,0- 10,0
Outros lipidos ~2,0 ~4,0
Mineral ~4,0 ~4,0
Total 91,0- 114,0 86,0- 107,0

n.d-N&o detetado.

A composicdo do café varia com a espécie, com 0 processamento do grdo e com 0 processo de

producédo da bebida. Na tabela 1.3 apresenta-se uma visdo geral dos dados analiticos dos constituintes

principais do café em grédo (verde e torrado) e do café soluvel das duas espécies mais utilizadas

comercialmente. Apesar de alguns componentes existirem em quantidades mais pequenas, podem dar

um contributo importante para o aroma e o sabor do café.
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Tabela 1.3 - Composi¢do quimica do café (% m/m, base seca) [13].

Constituinte Arédbicaverde  Robustaverde Arabica Robusta . ArébiAca . Robu§ta
torrado torrado instantaneo instantaneo
Cafeina 1.3 2,3 1,3 2,4 2,5 3,8
Trigonelina 0,8 0,7 0,3 0,3 0,7 0,4
Carboidratos hidrolatados 537 50,7 38 42 46.6 44.7
de carbono
Acidos Clorogénicos 8,1 9,9 2,5 3,8 2,6 1,6
Lipidos 15,2 9,4 17,0 11,0 0,11 0,26
Aminoacidos 111 11,8 7,5 7,5 6,2 6,0
Acidos organicos 2,3 1,7 2,4 2,6 8,1 7.9
Melanoidinas - - 25,4 25,9 25,1 28,6
Aroma volatil Tracos Tragos 0,1 0,1 - -
Cinza (minerais) 3,9 4.4 4.5 4,7 8,0 7,4
Outros - - melanoidina melanoidina - -
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1.4 Processamento do café

Existem dois tipos de processamento das cerejas de café, de forma a obter café verde: o processo
hdmido ou o processo seco. O processo seco é tecnologicamente mais simples e € geralmente utilizado
para o café robusta. Neste processamento, os grdos de café sdo secos ao sol e posteriormente
descascados. A pele, polpa, mucilagem, pergaminho e parte da pele prateada sdo removidos durante o
descasque [9].

No processo humido, mais utilizado para o café arabica, os grdos maduros e 0s graos verdes sao
separados por imersdo em agua, observando-se que os grdos maduros se afundam enquanto os graos
verdes flutuam. Este processamento envolve diversas etapas incluindo fermentagdo microbiana, o que
confere ao café melhores qualidades aromaticas. Posteriormente, separam-se a polpa e a pele por
moagem [14].

A torrefac@o do café é um processo complexo no qual o café é exposto a temperaturas até 300 °C,
ocorrendo diversas modificagfes fisicas e quimicas no grédo, e formando-se 0os compostos volateis de
grande importancia para o sabor e aroma do café [15]. Este processo envolve reacdes de Maillard,
Streckler, pirdlise e hidrélise, durante as quais aminoacidos, agucares, trigonelina e acidos clorogénicos
séo convertidos em furanos, pirazinas, piridinas e outros compostos azotados e sulfurados [15][16].

Os diferentes processamentos de café e os respetivos sub-produtos ou residuos produzidos em cada

um deles encontram-se esquematizados na figura 1.1.
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Folpa de café (25 + 5% .
paaes { ) Casca de cereja de cafe

Casca de café (12 £ 2%)

-

café [ 1+2 %)

Residuos de
Cafe | 45 + 10

Figura 1.1 - Obtencao de subprodutos de café (adaptado de [14]).

Ambas as tecnologias de processamento dao origem a subprodutos, maioritariamente polpa e casca.
Por outro lado, o processo de torrefacédo que é geralmente aplicado ao café da origem a um subproduto

designado por pelicula prateada.

10
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1.5 Subprodutos e residuos da industria do café

O café é uma das principais matérias-primas produzidas e comercializadas em todo o mundo, sendo o
segundo maior bem transacionavel a seguir ao petréleo [17][18]. De acordo com a International Coffee
Organization (ICO), no ano de 2015 em Portugal foram consumidos 4,8 kg de café per capita. Em termos
de importacdes no mesmo ano, Portugal importou cerca de 814355 sacos de 60 kg de café verde, 16972
sacos de 60 kg de café torrado e 82237 sacos de 60 kg de café soltvel [19].

Na tabela 1.4 apresentam-se os valores para a producao global de café entre 2013 e 2016:

Tabela 1.4 — Producéo total de café por continente exportador, em milhares de sacos de 60 kg (adaptado de [19]).
2013 2014 2015 2016

Africa 16243 15987 16229 16353

Asia e Oceania 46461 45666 48967 43110

América Central 16598 17116 17291 17740

Américado Sul 72828 69954 68951 74420

A principal consequéncia da producao e consumo destas quantidades de café, € a enorme quantidade
de subprodutos e residuos gerados. De acordo com Rodriguez e Zambrano (2010), cerca 70% da
biomassa das cerejas de café é considerada residuo [20], pois apenas o gréo, que corresponde a cerca

de 30% da massa € valorizado na induastria alimentar (Figura 1.2).

Grao de café verde

Pelicula
Prateada

Endocarpo

Pectina aderente

Epicarpo

Figura 1.2 - Secc¢éo transversal da cereja de café (adaptado de [21]).

Na producéo de café soltvel, uma tonelada de café verde gera cerca de 650 kg de borras de café [22]
e tendo em conta que 50% da producdo mundial de café corresponde a café soluvel, sdo geradas cerca

de 6 milhGes de toneladas de borras de café por ano [23].
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A producdo de grdos de café verde comercializaveis da assim origem a varios subprodutos,
dependendo do método de processamento seguido. O principal subproduto do processamento a seco é
composto pela pele, polpa, mucilagem e pergaminho, todos juntos numa Unica fracéo (casca de café). Por
outro lado, o processamento himido permite recuperar a pele e a polpa numa fraccéo de 43,2% m/m da
massa total, a mucilagem e os acucares sollveis numa segunda frac¢éo de 11,8% m/m da massa total (se
nao for utilizada fermentacéo), e finalmente, o pergaminho numa terceira fracdo correspondente a cerca

de 6,1% m/m da massa total [21].

1.5.1 Polpa e casca de café

Entre os subprodutos da industria do café, a polpa € o principal obtido durante o processamento hdmido
e semi-seco, representando 29% do peso seco de toda a baga [14][24] . As cerejas de café fresco contém
mais de 430 g de polpa por quilograma [25], fragédo essencialmente rica em hidratos de carbono, proteinas
e minerais (especialmente potassio) e que também contém quantidades apreciaveis de taninos, polifendis
e cafeina. Os componentes organicos presentes na polpa de café (peso seco) incluem taninos 1,80-8,56%,
substancias pécticas 6,5%, agucares redutores 12,4%, aclcares ndo redutores 2,0%, cafeina 1,3%, &cido
clorogénico 2,6% e acido cafeico 1,6 % [25]. Valores médios para os diferentes componentes da polpa de
café sdo apresentados na tabela 1.4.

De acordo com Mussato e colaboradores (2011), a polpa de café e as aguas residuais do café contém
guantidades consideraveis de acUcares fermentaveis e outros nutrientes. Estes constituem substratos
interessantes para o crescimento de microrganismos e também para a producao de produtos de valor
acrescentado tais como bioetanol e compostos aromaticos volateis [26].

Foi demonstrado que a polpa da cereja de café é uma fonte potencial de antioxidantes, como o0s
compostos fendlicos, que ndo devem ser desperdicados. Dado que a polpa da cereja do café e os feijdes
de café contém componentes similares, a polpa seca da cereja do café pode ser usada para produzir uma
bebida refrescante e estimulante chamada céscara (palavra espanhola para a casca), uma infusao de

polpa seca de cereja de café [27].

As cascas de café processadas a seco tém um contetido de humidade entre 7% a 18%, dependendo
das condi¢Bes de processamento e armazenamento. Valores médios para a composi¢do quimica de
cascas de café sdo apresentados na tabela 1.4.

As cascas sdo ricas em matéria organica e nutrientes e contém compostos tais como cafeina, taninos

e polifendis. A cafeina esta presente em cascas de café a 1,3% da sua concentracéo (base seca) [28].
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Tabela 1.4 - Composicéo quimica de cascas e polpa de café obtidos em processos seco e himido (adaptado de [29]).

Cascas de café Polpa de café
(processo seco) (processo humido)
Proteina 8-11 4-12
Lipidos 0.5-3 1-2
Minerais 3-7 6-10
Hidratos de carbono 58-85 45-89
Cafeina ~1 ~1
Taninos ~5 1-9

1.5.2 Pelicula prateada (silverskin)

A pelicula prateada, ou silverskin, representa cerca de 4,2% (m/m) do gréo de café e é o principal
subproduto do passo de torrefacéo. Este residuo inclui fibra dietética (50-60%), proteina (16-19%), gordura
(1,56-3,28%) e cinzas (7%) [21], sendo que 0s principais componentes da pelicula sdo celulose e
hemiceluloses [30].

De acordo com Fernandéz-Gomez e colaboradores (2016), os extratos da pelicula prateada do café
sdo fonte natural de compostos bioativos, como &cido clorogénico, cafeina, melanoidinas e fibras
alimentares, entre outros, com supostos beneficios para a salde [31].

No trabalho de Borrelli e colaboradores (2004) relata-se que em extratos obtidos a partir da pelicula
prateada de café com metanol, foi encontrada uma capacidade significativa de captagdo de radicais ABTS
(2,2'-azobis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico). Os mesmos autores atribuiram a esses extratos
atividades prebidticas, nomeadamente a indugdo do crescimento de Bifidobaterias spp, e destacaram o

seu elevado teor de fibra dietética solavel [32].

1.5.3 Borras de café (spent coffee grounds)

O grao de café torrado e moido é extraido com agua quente para preparar o café bebivel, resultando
deste processo um residuo denominado “borra de café”, composto principalmente por sélidos insolGveis
mas contendo ainda quantidades significativas de agua [9]. A producdo de quantidades extremamente
significativas destes residuos pereciveis conduzem a necessidade de elaboracdo de planos de gestdo
adequados. Por exemplo, a empresa Nestlé comprometeu-se a reduzir a sua producédo de residuos a zero
até 2020. Algumas fabricas da Nestlé na Europa ja atingiram este objetivo, sendo que as borras de café
sdo utilizadas como fonte de energia renovavel, na producao de pellets ou briquetes [33].

Devido a sua composicdo rica em agucares, este residuo da inddstria do café, tem sido bastante
estudado relativamente a sua utilizacdo para a producdo de bioetanol com recuperagdo de &cidos

clorogénicos [34], ou para a producdo de acUcares e bioetanol [35]. Por outro lado, existem ainda
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guantidades significativas de compostos fendlicos nas borras de café e a sua extragao tem sido abordada

em diversos estudos [36][22][37] devido ao elevado valor acrescentado destes compostos em diversas

areas industriais.

A exploracdo deste residuo como fonte de produtos de valor acrescentado passa também pela sua

utilizacdo na producéo de biodiesel [38][39], biogas [40], como precursor de carvao ativado [41][42] e em

compostagem [43].

Na tabela 1.5 encontra-se um resumo de diferentes aplicacBes estudadas para os diferentes

subprodutos da indUstria do café referidos neste trabalho.

Tabela 1.5 - Aplicacdes dos principais subprodutos da industria do café.

Subprodutos Aplicacao Referéncia
Casca Biopesticidas para mosquitos [44]
Pol Producéo de &cido latico fermentado; [45]
olpa Producéo de Bioetanol. [46]
, Extratos da pelicula como melhoradores da secrecédo de insulina; [47]

Pelicula prateada ~ ~

Produgéo de pao. [48]
Fertilizante de solo; [49]
B q & Adsorventes catidnicos em tratamentos de aguas residuais; [50]
orras de caie Producédo de bebidas alcodlicas; [51]
Producé@o combustivel liquido a partir de 6leo de café moido. [52]

1.5.4 Café “rejeitado” — Critérios de qualidade

No processo produtivo do café, alguns graos sao considerados “defeituosos” por ndo corresponderem

aos critérios de qualidade estabelecidos para o produto final. A qualidade é o resultado de diversos factores

na producao e processamento do café, sendo que os critérios de maior importancia séo:

e Origem do produto;

o Variedade do café (arabica, subvariedades de arabica, robusta, etc.);

e (Gestdo agronémica correta;

e Processos de colheita e pds colheita;

e Processos industriais de processamento do gréo.

Os atributos dos gréos de café estdo relacionados com as suas qualidades intrinsecas tais como, teor

de humidade, cor, tamanho ou defeitos fisicos, caracteristicas de grande impacto no valor e na qualidade

do café. Por outro lado, estes atributos associados ao processo de torrefagdo podem fazer variar os

atributos sensoriais caracteristicos do café, nomeadamente, aroma, sabor, acidez e adstringéncia [53].

14



Capitulo 1 — Introducao

Os graos de café “defeituosos” sdo amplamente conhecidos por afetar negativamente a qualidade da
bebida. Os gréaos de café eliminados na triagem representam cerca de 15-20% da producéo de café em
base de peso, o que constitui uma quantidade significativa de material que deve ser destruido ou valorizado
de outra forma [54]. Quase 1,2-1,5 milhdes de toneladas de graos rejeitados sdo geradas na industria do
café, pois os cafés de baixa qualidade sédo rejeitados no mercado internacional devido ao sabor indesejavel
produzido na bebida [55]. A International Coffee Organization (ICO) acredita que os consumidores irdo
recorrer a bebidas alternativas se os produtores continuarem a usar grédos de baixa qualidade na fabricacédo
da bebida, dado que em certos casos os grdos de baixa qualidade ndo sdo descartados, mas sim
incorporados em misturas com gréos de boa qualidade [56].

Por essa razéo, atualmente, os graos de café sem qualidade sdo quase sempre descartados antes da
comercializacdo, sendo necessario encontrar maneiras € meios alternativos para a sua valorizacao.

Oliveira e colaboradores (2006) estudaram a composi¢do aproximada de graos de café rejeitados e a
composicao quimica do 6leo desses grédos de forma a obter informacéo relevante para possiveis vias de
utilizacdo destes residuos. De acordo com este estudo, os graos de café rejeitados ndo apresentaram
diferencas significativas do teor de proteina relativamente aos gréos de boa qualidade mas apresentaram
um teor de lipidos inferior, bem como diferencas ao nivel do teor de cinzas. Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas na composic¢éo de acidos gordos entre os dois tipos de café, pelo que os autores
concluiram que o 6leo e os solidos residuais produzidos a partir de gréos rejeitados podem ser utilizados
em formulag®es para as industrias alimentar e farmacéutica, depois de um processamento minimo [54].

Outro trabalho relativo as potencialidades dos gréos de café rejeitados foi publicado por Ramalakshmi
e colaboradores (2008), que estudaram a extracéo de gréos de café defeituosos com diferentes solventes.
O maior rendimento de extrato foi obtido com metanol (12%) e este extrato exibiu atividades anti-radicalar
e antioxidante bastante significativas (92,5 e 58% respetivamente). Os autores validaram também a
presenca de compostos fendlicos e acidos clorogénicos, afirmando que extratos preparados com café
rejeitado sdo fontes adequadas de antioxidantes fendlicos, passiveis de utilizacdo em sistemas

alimentares dependendo de mais estudos [57].

1.6 Componentes funcionais do café

Nas ultimas décadas, o café tem sido amplamente reconhecido como uma importante fonte de
antioxidantes, com provas crescentes que reforcam o seu potencial de promo¢do da saude dos
consumidores regulares [58]. Tal como descrito no ponto 1.3 deste trabalho, os gréos de café contém uma
diversidade de compostos bioativos que podem interagir com o corpo humano de uma maneira complexa,

originando muitos resultados benéficos (Tabela 1.6).
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Tabela 1.6 — Designagdo e estruturas quimicas dos principais compostos bioativos do café (adaptado de
[59][60]).

Composto Sinénimo Estrutura quimica
P (NGmero CAS) q
HO_ SOH
- . 5-0-4cido 1
Acido Clorogénico cafeoilquinico HO N N
C16H150o (327-97-9) on on
OH
0
i . Acido 3,4- HO
Acido Cafeico CoHaOs yiigroxicinamico 7 oM
(331-39-5) Ho

e
N (0]
Cafeina Metilteobromina </N | \I/
CgH10N4O; (58-08-2) % N\CH
3
H3C/ J

CHs
e
Trigonelina Cafearina | =
C,H,NO, (535-83-1) = o34

Reconhece-se que os efeitos benéficos do consumo de café estéo relacionados com o seu alto teor de
antioxidantes, como os &acidos clorogénico, feralico, cafeico e cumarico presentes nos graos de café verde
e também as melanoidinas que se formam nos graos de café torrados, sendo os &cidos clorogénico e

cafeico considerados os marcadores mais relevantes de atividade antioxidante em amostras de café [58].
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1.6.1 Antioxidantes

Os compostos antioxidantes desempenham um papel crucial na prevencao ou minimizacao do stresse
oxidativo, pelo que tém atraido muita atencdo como aditivos alimentares. Tanto os antioxidantes sintéticos
como os naturais sdo amplamente utilizados em produtos alimentares, e 0 interesse nestes Ultimos tem

crescido a medida que surgem dividas sobre a seguranca alimentar de antioxidantes sintéticos.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas categorias: 0os enzimaticos, que fazem parte do nosso
sistema de defesa antioxidante enddgeno e sdo enzimas que sequestram e neutralizam as espécies
reativas de oxigénio (ROS), e os ndo enzimaticos, que sao moléculas organicas ou elementos minerais
provenientes da dieta ou dos nossos processos metabdlicos, que interagem com as ROS, ou com 0s
compostos que intervém na sua formacéo, transformando-os em moléculas mais estaveis e portanto com
menos tendéncia para provocar a oxidacao das biomoléculas [61]. A figura 1.3 representa um esquema

simplificado de classificacdo dos compostos antioxidantes.

ANTIOXIDANTES

| '

T ———————_
Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes nio enzimaticos
{ ™y I
Minerais " o Vitaminas
Zinco e selémo Vitamina A,
( Enzimas primarias ) ) ' Vitanina C e
A5 primari vitamina E
50D, catalase, - —m—mm \ J
glutationa peroxidase Carotendides -
\ 4 p-caroteno, licopeno 4 » Polifenois
e luteina, -
™~ . .
Enzimas secundarias '(r o, 3 -
Glutationa redutase Antioxidantes de towt
s -— baixo peso Antioxidantes de
glucose- §-fosfato, elevado neso
desidrogenase molecular SeoF
N Glutationa, acido urico, '“9'9'3“[‘“'. )
organosulfurados Albununa, ferntina

e ceruloplasmina
\ =P J
Figura 1.3 - Classificagcdo dos antioxidantes (adaptado de [62]).

Os compostos fenolicos podem reduzir as reacgfes oxidativas em alimentos submetidos a tratamentos,
tais como a radiacdo gama e pasteurizacdo, bem como durante o armazenamento a longo prazo, o que
pode afetar o seu tempo de vida e as suas caracteristicas sensoriais [63][64]. Os compostos fendlicos

estdo presentes nos produtos naturais em formas sollveis (livre e esterificada) e insolaveis, dependendo
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a proporcdo de cada forma ndo s6 do material de partida, mas também do seu cultivar e do eventual
processamento ao qual a matéria-prima é sujeita [65].

Além das capacidades antioxidantes os compostos fendlicos também podem apresentar atividades
antimicrobiana, anti-mutagénica, anti-inflamatéria, anti-alergénica e anti-tumoral; a sua capacidade de
eliminar ou neutralizar as ROS pode minimizar processos inflamatérios e inibir a expressao de fenétipos
agressivos de cancro, exibindo potencial para a quimioprevencdo, reduzindo a genotoxicidade e
abrandando a progresséo do cancro [66][67].

A producéo inevitavel de radicais livres pelo organismo, com a consequente exposicdo celular aos
mesmos, fez com que, adaptativamente, os organismos tenham vindo a desenvolver mecanismos de
defesa (intra e extracelulares), que lhes permitem salvaguardar o equilibrio de que necessitam para o
funcionamento celular normal, minimizando os efeitos nefastos causados pelo excesso de agentes
oxidantes [68].

Além disso, estudos recentes confirmam que uma das principais causas para o envelhecimento
precoce e doencgas perigosas como o cancro, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas
(Alzheimer e Parkinson) [69] ou a diabetes é a acumulagéo excessiva de produtos derivados de reagdes
de oxigénio e azoto, tais como anido superéxido, o radical hidréxilo e o radical hidroperéxilo [70]. Apesar
dos seus efeitos benéficos, os antioxidantes naturais séo facilmente oxidados e frequentemente sensiveis
ao calor, a luz e ao pH do meio, o que limita sua aplicacdo em diversas vertentes industriais, em particular
na induastria alimentar [71].

Os antioxidantes naturais estdo presentes em alimentos como vegetais, frutas, grdos e noutros

produtos alimenticios que fazem parte da vida quotidiana das pessoas, tal como o café.

1.6.2 Perfil de componentes fendlicos

Existem, aproximadamente, 5000 polifenéis com atividade antioxidante comprovada, embora com
grandes variacdes de eficiéncia entre os diferentes compostos. Tal como referido anteriormente, os
compostos fendlicos possuem inimeros efeitos bioldgicos, sendo que extratos de frutas, ervas, vegetais,
cereais e outros materiais vegetais ricos em fendlicos, despertam cada vez mais o0 interesse na
investigacao e na industria. Estes compostos podem ser classificados em grupos diferentes em funcéo do
namero de anéis fenol que contém e dos elementos estruturais que ligam esses anéis. Assim sendo, é
possivel agrupar os compostos fenélicos em &cidos fendlicos, flavonéides, estilbenos e lignanos [66] .

A eficacia dos antioxidantes fendlicos, depende do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxilo ligados
ao anel aromatico, do tipo de substituintes e do seu local de ligagdo, da posicéo relativa dos grupos ligados
e da sua habilidade para estabilizar e deslocalizar electres desemparelhados no anel aromatico [72]. Na
tabela 1.7 encontram-se descritas diferentes classes e subclasses de compostos fendlicos presentes em

plantas superiores, organizadas de acordo com a sua estrutura carbonada.
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Tabela 1.7 - Classes de compostos fendlicos de ocorréncia natural em plantas superiores (adaptado de [73]).

Nimero de
atomos de Estrutura basica Classe
carbono
6 Cs Fendis simples, benzoquinonas
7 Cs- C1 Acidos fenolicos
8 Cs-C2 Acetofenona, acido fenilacético
9 Cs-C Acidos hidroxicinamicos, polipropeno, coumarina,
6- 3 isocoumarina
10 Ce-Ca Naftoquinona
13 Ce-C1-Cs Xantona
14 Ce-C2-Cs Estilbenos, antraquinona
15 Ces-C3-Cs Flavondides, isoflavondides
18 (Ce - Ca)2 Lignanos, neolignanos
30 (Ce - C3 - Ce)2 Biflavonoéides
(Ce - CS)n
n (Cé)n Ligninas, catecolmelanina (taninos condensados)
(Cs - C3-Co)n

1.6.2.1 Acidos clorogénicos

Os compostos fendlicos maioritariamente encontrados em gréo de café verde correspondem a acidos
clorogénicos (ACG), até cerca de 12% de sélidos. Também conhecidos como &cidos cinamoilquinicos,
estes derivados de acidos sdo uma familia de ésteres formados entre o acido quinico € um ou mais
acidos cindmicos (&cidos cafeico, ferulico e p- coumarico) [74] [29].

O acido clorogénico mais comum é o acido 5-o-cafeoilquinico (5-ACG ou &cido clorogénico). No
entanto, muitos outros isomeros estruturais estdo presentes em plantas, tais como o acido 3- o-
cafeoilquinico (acido 3-ACG ou acido neoclorogénico) e acido 4-o-cafeoilquinico (acido 4-ACG ou &cido
criptoclorogénico) (Figura 1.4) [75] [29].

O café representa a maior fonte dietética de 5-ACG e de outros acidos clorogénicos [76], no entanto,
os acidos clorogénicos podem ser encontrados noutras matrizes alimentares, nomeadamente, maca, péra,

beringela, tomate, morango, batata, alface, espinafre, feijao de soja, cacau, erva-mate, chas verde e preto
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[77]1[78][79][80][29]. Estes compostos também se encontram presentes em biomassa lenhocelulésica como

bambu ou espinheiro branco [81].

0
o Q I 2~
0’
HOOC. /L—~~% / OH HO™ ™~ | l Y e 2 AN OH : ol
O i \Fon OO~/ OH
Acido quinico A gida OH OH OH
cafeoilquinico
- OH Q OH
HOOC. ' 0T NN /'
¢ ~f | ] Hooc. /—~__/ ©OH
OH OH 7 “OH o o0
- . -;‘4:
Acido 4-0 - OH Acido 3-0 - \—= '
cafeoilquinico cafeoilquinico T\
\\"\ —{‘
HO OH

Figura 1.4 - Estruturas e nomenclatura dos acidos clorogénicos comuns e dos seus blocos de construgdo, acido
quinico e &cido cafeico (adaptado de [75]).

De acordo com Clifford (1999), estima-se que 200 mL de café (torrado e moido) possam fornecer desde
20 mg (café suave com grau de torrefagéo elevado) até 675 mg de ACG (café forte robusta com grau de
torrefacéo baixo) [29].

Os acidos clorogénicos sdo compostos de extremo interesse, dado que tém aplica¢des potenciais como
conservantes de alimentos ou para utilizagdo em varios tratamentos médicos [37], apresentando
propriedades biolégicas como antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral ou antitumoral [76]

Existem diversos trabalhos acerca dos efeitos de ACG no organismo humano a diversos niveis, sendo
de destacar o trabalho de Mikami e Yamazawa (2015) que investigaram os efeitos protetores do ACG na
morte neuronal induzida por glutamato, utilizando culturas de cértex cerebral de ratos, dado que a
libertagdo de glutamato durante a isquémia cerebral desencadeia a morte de neurdnios. Os autores
verificaram que o ACG inibiu a morte neuronal induzida e preveniu o aumento de concentracdes
intracelulares de Ca?* causadas pela adicdo de glutamado aos neurénios em cultura [82].

Xu e colaboradores (2012) investigaram e compararam os perfis das atividades antioxidante e protetora
de ADN de isomeros de &cido cafeoilquinico, 3-ACG, 4-ACG e o 5-ACG, e trés isdmeros de &cido
dicafeoilquinico. Os autores concluem que, no geral, os acidos dicafeoilquinicos possuem melhores
atividades antioxidantes, maioritariamente porque possuem mais grupos hidroxilo que os &cidos
cafeoilquinicos, cujos trés isbmeros estudados apresentam atividades antioxidantes semelhantes [83].

De acordo com Yan e co-autores (2017), pacientes com hepatite viral que bebiam café todos os dias,

experienciaram uma reducao na incidéncia de carcinoma hepatocelular (HCC). Assim sendo, o0s autores
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avaliaram os efeitos de acido clorogénico no HCC e verificaram que o acido clorogénico inibe a proliferacao
de células HepG2 e apresenta também a capacidade de induzir a inactivacéo e/ou supressao na expressao
de genes envolvidos no mecanismo do HCC. Os dados destes autores demonstram que os acidos
clorogénicos sao agentes promissores na prevencao da progressao de HCC [76].

Além dos trabalhos descritos acima, os acidos clorogénicos sdo também investigados e utilizados na
area da dietética. Cho e colaboradores (2010) investigaram a eficacia do acido clorogénico em alterar a
gordura corporal de ratos obesos numa dieta rica em gordura (37% calorias de gordura), comparando com
a eficacia do acido cafeico. Ambos os acidos foram suplementados numa concentracéo de 0,02% (m/m) e
ambos diminuiram consideravelmente o peso, a massa gorda visceral e os niveis de leptina plasmatica e
insulina nos ratos. Os autores também verificaram decréscimo nas concentragdes de triglicéridos (no
plasma, figado e coracdo), bem como do colesterol (no plasma, tecido adiposo e coracdo). Os autores
concluiram que o &cido clorogénico se mostrou mais potente na reducado de peso corporal e na regulagdo

do metabolismo dos lipidos, que o acido cafeico [78].

1.6.3 Cafeina

A cafeina (Figura 1.5) ou 1,3,7-N-trimetilxantina € um alcaléide que se encontra naturalmente em
plantas, como folhas de ch4, sementes de café, nozes de cola e grados de cacau [84]. A molécula foi isolada

pela primeira vez pelo quimico alemao Friedrich Ferdinand Runge em 1819.

0
Hac\ ,;CH3
N N
A A
0 h‘d N
CH,

Figura 1.5 - Estrutura quimica da cafeina.

A cafeina pode ser detetada em varios tipos de alimentos e bebidas que consumimos quotidianamente,
sendo maioritaria no café. Relativamente ao café, a biossintese da cafeina ocorre nas folhas e no pericarpo
(parte externa do fruto), embora nas primeiras o teor seja baixo. Nos tecidos do pericarpo, a luz estimula
fortemente a etapa de metilacdo da sintese de cafeina. Quando a semente dentro do fruto comeca a
crescer, o alcaléide é translocado através das membranas e acumula-se no endosperma. Aqui, a
concentracao final € alcancada 8 meses apos a floragao [13].

Este composto faz com que varios efeitos fisioldgicos ocorram, tais como o relaxamento da musculatura

brénquica, a estimulacdo do sistema nervoso central e a secrecéo de acido gastrico [85].
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Segundo o relatado por Mitchell e colaboradores (2014), 85% da populacéo dos EUA ingere pelo menos
uma bebida contendo cafeina por dia [86]. O café arabica pode ter entre 36 a 112 mg de cafeina por 100
mL de café, ja o café robusta pode variar entre 56 e 203 mg de cafeina por 100 mL de café. As
concentracdes de cafeina podem apresentar uma variacdo muito ampla: o mesmo tipo de grao de café
produzido da mesma maneira pode conter niveis de cafeina que variam de 130 a 282 mg por 240 mL de
café [87].

A extraccdo de cafeina foi abordada em varios trabalhos, como o de Spiro e Hunter (1995), que
estudaram a extracdo de cafeina a partir de gréos de café verdes e torrados. Os autores concluiram que
a presencga de cafeina diminui significativamente (até 40%) com um tratamento térmico suave e que um
tratamento severo reduz mais 30%, demostrando assim o efeito da torrefacéo sobre o contetido deste
alcaloide [88].

A variacéo do teor de cafeina, influenciado por varios métodos de preparacao de café, foi estudado por
Bell e colaboradores (1996), que concluiram que volumes maiores de café preparados a uma proporgao
constante de solidos de café para agua, produziram conteldos de cafeina significativamente mais
elevados [89].

Entretanto, o efeito da utilizacdo de diferentes temperaturas e pressfées da agua em méaquinas de café
expresso (robusta) na extracao de cafeina, foi estudado por Caprioli e colaboradores (2014). Estes autores
concluiram que uma combinacdo de temperatura de 92 °C e pressédo a 7 ou 9 bar seria 0 cenario ideal
para a extracao deste composto, o que foi comprovado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
[90].

Acredita-se que este composto fisiologicamente ativo, bloqueia os recetores de adenosina no cérebro
e noutros 6rgdos. Este efeito conduz a reducdo da capacidade da atividade celular, as células nervosas
estimuladas libertam a adrenalina, 0 que aumenta a frequéncia cardiaca, presséo arterial e fluxo sanguineo
nos musculos, diminuindo o fluxo sanguineo para a pele e 6rgéos, fazendo com que o figado liberte glicose.

Acresce ainda que a cafeina também aumenta os niveis do neurotransmissor dopamina [91].

1.6.4 Trigonelina

A trigonelina (Figura 1.6) ou Acido 1-N-metillnicotinico, € um alcaldide que deriva da piridina, formado
a partir do acido nicotinico e da N-metiltransferase (trigonelina sintetase). Foi primeiramente isolada das

sementes deTrigonella foenum-graceum e tem sido encontrada em muitas espécies de plantas [92].
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Figura 1.6 - Estrutura quimica da trigonelina [93].

Este composto é conhecido por contribuir indiretamente para a formacdo de compostos de aroma
desejaveis e indesejaveis durante a torrefacéo do café. Juntamente com a cafeina, a trigonelina € um dos
principais compostos azotados de baixo peso molecular em plantas de café [93].

A trigonelina sintase catalisa a conversdo do &cido nicotinico em trigonelina (Figura 1.7).

SAM  SAH e
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Acido Nicotinico Trigonelina

Figura 1.7 - Conversao de acido nicotinico em trigonelina.

Sabe-se que as plantas de café contém trigonelina em teor semelhante a cafeina, uma grande
guantidade (aproximadamente 1-2% m/m) esta presente no grdo de café [94], apesar de a trigonelina
ocorrer em todas as partes da planta do café [95].

A determinacgéo dos niveis de trigonelina, assim como de cafeina no café, € muito importante para a
industria do café, uma vez que este composto tem um grande efeito sobre a qualidade final dos produtos
de café. Ambos os compostos estdo envolvidos no sabor amargo do café e a trigonelina tem sido
associada a formacgéo de aroma e a producdo de aroma durante a torrefaccdo do café [96][97].

Entre as func¢des fisioldgicas da trigonelina destaca-se a sua capacidade de proteger das células 8 do
pancreas, aumentar o indice de sensibilidade a insulina, bem como o teor da mesma, regular a atividade
das enzimas antioxidantes e diminuir a peroxidagéo lipidica [98].

A importancia nutricional da trigonelina deve-se também ao facto de esta ser precursora da niacina no
processo de torrefacéo. Na realidade, o café € o Unico produto que gera uma vitamina (niacina) durante o

seu processamento [99]. Outros efeitos bioativos foram atribuidos a trigonelina, como inibigdo de células
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cancerigenas in vitro e melhoria da memaria por regeneragéo de axénios e dendrites em modelos animais
[100].

1.6.4 Diterpenos

A extracao de graos de café com solventes organicos apolares da origem ao 6leo de café. Este éleo
corresponde a uma fragao lipidica composta essencialmente por triglicéridos (75%), ésteres de alcoois
diterpénicos, alcoois e acidos gordos, alcoois diterpénicos livres, esterois, tocoferois, desde 0,04%
(tocoferois) até 18,5% (ésteres de alcoois diterpénicos). A saponificagcdo do 6leo de café deixa uma fragédo
insaponificavel, que é maioritariamente composta por diterpenos [101].

Os diterpenos sdo um grupo de terpendides, metabolitos secundarios em organismos terrestres e
marinhos. Normalmente ocorrem numa estrutura de 20 carbonos, onde as unidades isopreno se combinem
em diferentes formas dando origem a diferentes compostos, como por exemplo, abieteno, cembrano,
guanacastepeno, cafestol ou kahweol [102].

Nos dltimos tempos, a atencdo tem recaido nos principais diterpenos presentes no café: cafestol e

kahweol (Figura 1.8).

Cafestol Kahweol

Figura 1.8 - Estrutura quimica dos diterpenos cafestol e kahweol (adaptado de [101]).

Estas moléculas possuem efeitos fisiolégicos benéficos, como protecdo contra radiacdo UVB,
e efeitos anticarcinogénicos, anti-inflamatérios e antioxidantes [18]. Tanto o cafestol como o kahweol sdo
relativamente especificos do café, sendo que se encontram tanto em café robusta como em café arabica
(no café robusta encontra-se predominantemente cafestol), e representam cerca de 10 a 15% da fracédo

lipidica de graos de café torrados [103].

1.7 Extratos produzidos a partir de diferentes matrizes da industria do café

A técnica de extracdo desempenha um papel critico na recuperagcédo de compostos bioativos a partir de
residuos vegetais. A extraccdo destes compostos pode ser afetada por muitos fatores, tais como a relacdo

sélido-liguido, temperatura e tempo de extracc¢ao, entre outros [104][36].
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A extragdo com solventes organicos € frequentemente utilizada para o isolamento dos compostos
bioativos. O rendimento da extracdo e a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos dependem
do tipo de solvente, devido as diferencas nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos compostos [105].

N&o existe um sistema de extracdo com solventes que seja totalmente satisfatério para o isolamento
de todos ou de uma classe especifica de antioxidantes naturais, devido a diversos fatores. A natureza
guimica desses compostos nos alimentos compreende estruturas simples e complexas, as quais
correspondem uma grande variedade de compostos individuais (como &cidos fendlicos, antocianinas,
taninos, etc.) presentes em diferentes quantidades e envolvidos em diferentes graus de interacdo com
carboidratos, proteinas e outros componentes da matriz [67]. Por exemplo, a extracdo de catequinas é
muito significativa utilizando sistemas metanol-agua ou etanol-agua. Por outro lado, sistemas acetona-
agua ou dimetilformamida-agua sao eficientes na extracdo de acidos fendlicos [106].

No setor agroalimentar sao inUmeros os subprodutos produzidos e rejeitados com teores consideraveis
de compostos bioativos, como por exemplo compostos fendlicos.

A extracdo de compostos fendlicos, tais como os acidos clorogénicos, a partir de café verde, café
torrado, café sollvel ou subprodutos da industria de café encontra-se extensamente descrita, sendo que
a metodologia mais amplamente disseminada corresponde a extracdo solido-liquido continua (Soxhlet) ou
descontinua, com utilizagdo de solventes organicos, como por exemplo etanol, metanol, isopropanol ou
acetona. Muito embora se trate do método de extragdo mais utilizado, a extragdo com solventes acarreta
certas desvantagens, como por exemplo a perda de determinados compostos devido a ionizagao, hidrélise
ou oxidacao durante a extracao [75].

De acordo com diferentes autores, solventes polares exibem a capacidade de extrair compostos
fendlicos de acordo com a polaridade do solvente, isto €, quanto mais polar, mais sera o teor de compostos
fendlicos extraidos, em extratos produzidos a partir de café verde [107][57]. Por outro lado, solventes com
menor polaridade que éalcoois apresentam maior afinidade especifica pelos acidos clorogénicos, uma das
classes de compostos de maior interesse no caso de subprodutos da industria do café, e portanto, maiores
concentracdes de acidos clorogénicos nos extratos sédo obtidas utilizando solventes de polaridades
inferiores a alcoois (acetona, acetato de etilo, etc.) nas diferentes etapas da extragdo e purificagao [108].

A acetona é um composto organico volatil amplamente utilizado nas industrias quimica e farmacéutica
como na fabricagédo de vernizes, corantes, couro, plasticos, explosivos, como solvente para cosméticos,
antigel e agente de secagem, como solugdes anti-sépticas ou de limpeza e em aplicacdes que requerem
uma substituicdo econdémica para o etanol, sendo que a acetona é um solvente de classe 3 [109][110][111]
[112].

Existem diversos estudos relativamente a extracdo de compostos fendlicos em diferentes matrizes
provenientes da industria do café, utilizando diferentes solventes, diferentes técnicas de extragdo, variando
tempos de contacto e temperaturas de extracdo, salientando a necessidade de estudos aprofundados

devido a variabilidade das matrizes e a aplicabilidade das diferentes técnicas de extragdo.
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Palomino e colaboradores (2015) avaliaram a influéncia da fermentagédo flingica em estado sélido na
obtenc&o de compostos fendlicos em casca de café robusta. O teor de compostos fendlicos na casca de
café variou desde 96,9 até 159,5 mg EAG/g de substrato dependendo do solvente usado. De acordo com
estes autores, 0 melhor solvente para os isolar foi a acetona e portanto, foi o solvente selecionado para as
restantes extracdes deste trabalho [113].

Geremu e colaboradores (2016) investigaram o efeito da variedade de café e o efeito do solvente de
extracao no teor de polifendlicos totais e atividade antioxidante de extratos de polpa de café. Os resultados
obtidos por estes autores demonstraram que a polpa de café da variedade Ababuna apresentou o teor
mais elevado de polifendis (1809,9 mgEAG/gm) e de atividade antioxidante (apresentando 70% de
inibic&o). De entre os solventes utilizados neste estudo, o metanol aquoso obteve melhores resultados
para as variedades de polpa estudadas, excepto para a variedade Dessu, cujos melhores resultados foram
obtidos com acetona aquosa [114].

Bravo e colaboradores (2013) estudaram a influéncia de diferentes pardmetros no processo de extragao
de compostos com atividade antioxidante a partir de borras de café. Estes autores efectuaram extragao
Soxhlet (1h e 3h) e extragdo descontinua, com diferentes solventes
(dgua, etanol, metanol e as suas misturas), bem como extragcbes sucessivas, e extragdo com agua a
diferentes pH (4,5, 7,0 e 9,5). Os extratos que exibiram maior capacidade antioxidante foram obtidos com
agua a pH neutro, produzidos em filtro de maquina, e apresentaram um valor de fendlicos totais de 13,94
mg EAG/g e um valor de 82,40 umol ET/g para a atividade antioxidante [107].

As caracteristicas fisico-quimicas de grdos de café rejeitados foram analisadas por Ramalakshmi e
colaboradores (2008). Os autores realizaram extra¢des Soxhlet dos gréos de café com diversos solventes
(hexano, cloroférmio, acetona e metanol, sucessivamente). Os extratos foram avaliados para o seu
potencial antioxidante através de modelos in vitro como por exemplo o ensaio do DPPH. O maior
rendimento de extracdo foi obtido na extracdo com metanol (12%), seguindo-se o hexano (8%), o
cloroférmio (1,5%) e por fim a acetona (<1%). Em termos de atividade anti-radicalar, o extrato metandlico
exibiu um valor méximo de 92,5%, seguido pelo extrato de acetona (81%) para uma concentragdo de
sélidos totais de 100 ppm [57].

Segundo Burniol-Figols e colaboradores (2016), as condi¢des Otimas para a extracao de fendlicos a
partir de gréos de café sdo uma relacao liquido-sélido de 10 mL/ g de café e um tempo de contato de 40
minutos. Nestas condi¢Bes obtiveram um extrato de acido clorogénico de cerca de 32% apdés a extragado
de cafeina, atingindo assim uma pureza minima para entrar no mercado como produto de elevado valor
nutracéutico [34].

Também a extragcdo assistida por microondas (EAM) tem sido considerada como uma alternativa
potencial a extragdo convencional de solventes para o isolamento de compostos fendlicos de plantas. Em
condicdes otimas para a extracdo de acidos clorogénicos, o solvente a utilizar seria agua, atingindo

concentracdes entre 31-62% a partir de graos de café verde [115].

26



Capitulo 1 — Introducao

Existem também metodologias alternativas para a obtengdo de compostos de interesse a partir da
matriz café, sendo que Suarez e colaboradores (2014) isolaram acidos clorogénicos a partir de extratos
aquosos de café verde por adsorcdo em carvao ativado. De acordo com os autores, a adsorcao de acidos
clorogénicos no carvao ativado evita o uso de solventes toxicos e € um método simples e menos demorado,

podendo ser usado para substituir métodos usando solventes [116].

O tempo de extragdo também afeta consideravelmente a recuperagcédo dos polifendis. O periodo de
extracdo pode variar entre 1 minuto e 24 horas, no entanto, longos periodos de extracdo aumentam a
possibilidade de oxidagao dos fendlicos sendo recomendavel a adicdo de agentes redutores ao solvente

de extracdo para minimizar este efeito indesejavel [117].

Outro parametro que influencia significativamente o rendimento de extracdo é a temperatura,
geralmente com uma correlagdo positiva, pois 0 aumento de temperatura favorece 0s processos
difusionais e de transferéncia de massa. No entanto a temperaturas mais elevadas a estabilidade dos
compostos polifendlicos é afetada por degradagBes quimicas e enziméticas e podem ocorrer perdas dos
compostos mais volateis do extrato. A decomposi¢éo térmica tem sido assinalada como a maior causadora
da reducéo do conteudo de polifendis na medida em que envolve rea¢des de degradacédo, polimerizacao
ou reacao com componentes da matriz que reduzem o rendimento de extracdo [118]. O efeito do gradiente
de temperatura durante a extracdo nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de café expresso foi
investigado por Salamanca e colaboradores (2007). Os autores testaram trés perfis diferentes de
temperatura de extracdo: gradiente de temperatura ascendente (88-93 °C), gradiente de temperatura
descendente (93-88 °C) e temperatura fixa (90 °C). As espécies de café investigadas foram robusta,
ardbica natural e waska arabica. Os resultados demonstraram que o uso de gradientes de temperatura na

producéo de café expresso permite aumentar ou diminuir a extracdo de alguns componentes do café [119].
Na tabela 1.8 encontram-se compilados alguns trabalhos onde foram aplicadas diferentes técnicas de

extracdo e solventes, a diferentes fragdes de café, denotando-se o efeito destes parametros no rendimento

de fendlicos totais obtidos.
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Tabela 1.8 - Trabalhos que utilizam diferentes sistemas de extracdo e o efeito na quantidade de compostos fendlicos
obtidos a partir de cada técnica.

Fenélicos totais

Amostra Solvente Técnica de Extracéo (mg EAG/g) Referéncia
) Agua . e .
Borras de café Etanol Extracéo liquida pressurizada 22,9 [120]
Borras de café Etanol Extracéo por ultra-sons 33,8 [121]
Borras de café Agua Extracdosolido-liquido 86,2 [104]
. < Extracdo em autoclave com
Borras de café Agua tratamentos fisico-quimicos 32,0 [122]
Borras de café Etanol:dgua Extragqo assistida por 399,0 [123]
microondas
Borras de café Etanol:dgua Extragao soh@o—llqwdo 24,3 [124]
escontinua
Borras de café Etanol:dgua Extragao solu,jo-hqwdo 21,6 [37]
escontinua
Borras de café Metanol Extracdo solido-liquido 16,0 [125]
Casca de café Acetona Extracéo soélido-liquido 159,5
Café verde Agua Extracéo soélido-liquido 144.4 [126]
Gréos de cafe Acetona Extracéo soélido-liquido 74,5 [127]

rejeitado

1.7.1 Biodisponibilidade e bioacessibilidade de compostos fendlicos

O café e os subprodutos da indistria do café contém inlmeros compostos benéficos para a saude
humana, tais como acidos gordos, proteinas, compostos azotados ndo proteicos, polifenéis, minerais e
carboidratos, que ao longo do tempo tém vindo a receber cada vez mais atencéo por parte da comunidade
cientifica [128].

Embora sejam reconhecidas aos compostos fendlicos uma série de propriedades interessantes do
ponto de vista de salde humana, a avaliacdo do potencial funcional destes compostos, isto €, a sua
biodisponibilidade e destino metabdlico, representam uma é&rea de estudo em desenvolvimento. A
biodisponibilidade € um tépico de extrema importancia, dado que apenas os compostos que séo libertados
da matriz alimentar e absorvidos no intestino delgado, ficam biodisponiveis e em condicdo de serem

utilizados pelas fungBes corporais e exercer os efeitos descritos acima [129].
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Diversas técnicas tém vindo a ser propostas para a quantificacdo da biodisponibilidade. Um dos
métodos mais confiaveis corresponde a medicao in vivo da absor¢do em humanos. Os estudos in vivo em
humanos sdo extremamente dispendiosos, exaustivos, produzindo resultados muito variaveis, pois a
matriz metabdlica € muito complexa e os metabolitos em estudo estéo presentes em concentracdes muito
baixas [130][129]. Em condic¢des in vivo, os compostos fendlicos da dieta tém de ser absorvidos apds terem
sofrido digestdo gastrointestinal. A natureza dos compostos absorvidos, a sua estabilidade e a sua
atividade antioxidante dependem de diversos factores, tais como a matriz alimentar, o pH, a temperatura,
a presenca de inibidores ou potenciadores da absor¢éo ou a presenca de enzimas, entre outros [128].

Por outro lado, os estudos in vitro tém vindo a ser explorados devido a sua rapidez, seguranca e ao
facto de ndo apresentarem restricdes éticas como os estudos in vivo [129].

Os métodos in vitro podem ser realizados simulando os processos de digestdo e absorcdo (para a
biodisponibilidade) ou apenas o processo de digestédo (para a bioacessibilidade) e a resposta do método
corresponde a concentragdo dos compostos de interesse num “digerido final’, bem como as atividades
funcionais desses digeridos [130].

Campos-Vega e colaboradores (2015) testaram a digestdo gastrointestinal de borras de café
(C. arabica) e verificaram que as amostras digeridas apresentaram quantidades inferiores de compostos
fendlicos e flavondides, mas apresentaram também maior atividade antioxidante (1 a 8 vezes superior),
guando comparadas com as amostras ndo digeridas. Os autores sugerem que este aumento na atividade
antioxidante ocorreu devido a elevada libertagdo de taninos condensados na fase colonica. Com este
trabalho, os autores salientaram que as borras de café apresentam um elevado potencial fisiolégico in vivo
para sequestrar radicais livres presentes na circulacéo sistémica e em tecidos-alvo [128].

No geral, os métodos in vitro podem ser limitados devido & omissdo do papel do célon na digestéo e
absorcdo, no entanto existem sistemas in vitro, como o sistema Caco-2 (células coloretais humanas
cancerigenas), que consideram o papel do cdlon, mas s6 podem ser aplicados a amostras com
concentracdes relativamente baixas de compostos fendlicos, visto que também existem provas de que
concentracdes elevadas de fendlicos (>50uM) séo téxicas por destruirem a membrana celular causando
uma transferéncia ndo especifica de fendlicos, o que se traduz numa sobreavaliacdo da sua
bioacessibilidade [131]. Relativamente ao acido clorogénico, também foi realizado um estudo utilizando as
linhas celulares Caco-2 e um sistema in vivo (ratos), no qual o acido clorogénico foi testado juntamente
com uma matriz alimentar real. Os autores reportam que o 4cido clorogénico é pouco absorvido na sua

forma nativa [132].

1.7.2 Utilizacao comercial e aplicacdes potenciais de extratos de café

Como foi sendo descrito ao longo desta introdugédo, o café, e consequentemente os extratos de café,
apresentam  propriedades  anti-obesidade, anti-inflamatéria, = neuroprotetora,  antimicrobiana,
antidiabética e anticancerigena [76][78][82][133][134][83]. Estas propriedades funcionais permitem a

utilizacdo destes extratos numa vasta de gama de aplicacdes, desde a sua utilizagcdo como suplemento
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N N

alimentar devido a sua reconhecida capacidade antioxidante ou devido a sua capacidade de inibir o
crescimento de pré-adipécitos [78]; a sua utilizagdo em produtos cosméticos dado que de um modo geral,
estes compostos apresentam atividade antioxidante, antisética e antifingica sobre o tecido cutaneo [135];
ou ainda a utilizacdo como conservantes alimentares para incremento do tempo de prateleira (em
alimentos mais susceptiveis a oxidacao) [136].

Ja existe uma variedade consideravel de extratos de café & venda no mercado, maioritariamente

aplicados na inddstria alimentar ou nutracéutica (Figura 1.9).
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Extrato liquido: Combinagao Suplemento dietético

de Garcinia cambogia e
extratos de grdo de café verde
para perda de peso.

Ideal para biscoitos, bolos,
muffins, scones ou paes doces,
conferindo-lhe sabor a café.

Extrato em capsulas de grdo de
café verde para perda de peso.

Figura 1.9 - Extrato liquido de café comercial [137], extrato liquido de café verde e Garcinia Cambogia [138] e extrato
em céapsula de café verde [139].

Na area cosmeética Rodrigues e colaboradores (2015) estudaram trés extratos diferentes obtidos por
maceragdo com solventes (dgua, combinacdes agua:etanol e etanol) a partir da pele prateada de café, e
demostraram por meio de ensaios in vitro e in vivo que 0s extratos ndo apresentavam caracteristicas
irritantes da pele e podiam ser considerados seguros para aplicacao topica [140].

Um estudo realizado por Amigoni e colaboradores (2017) demonstrou os efeitos benéficos do extrato
de café verde sobre a resisténcia ao stresse, fertilidade e vida média do adulto usando Caenorhabditis
elegans como modelo. A vida média e maxima aumentou significativamente de forma dependente da dose,
e 0s animais pré-tratados foram mais resistentes ao stresse oxidativo. A identificacdo do contelido de
compostos presentes foi determinada por espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) e
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), confirmando a presenca de &cidos clorogénicos em
concentracgdes importantes, sendo 5- o0-acido cafeoilquinico (5-ACQ) o isémero mais abundante [141].

Martinez-Saez e colaboradores (2014), formularam e prepararam uma bebida antioxidante contendo
concentracdes fisiologicamente ativas de cafeina e acido clorogénico para prevencao da acumulagéo de
gordura corporal e possuindo propriedades sensoriais aceitaveis. A bebida final continha consistentemente

alta concentracéo de &cidos clorogénicos [142].
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Outra aplicacéo emergente de extratos de café, mais concretamente dos acidos clorogénicos presentes
em extratos de café, corresponde a sua formulagdo combinada com biopolimeros (como polissacaridos,
lipidos ou proteinas), também designada por microencapsulacédo [80]. Esta aplicacdo pode ser utilizada na
producdo de revestimentos para preservacao alimentar, de forma a aumentar o tempo de prateleira de
certos alimentos. Por norma, este tipo de revestimentos formam um filme fino na superficie dos produtos,
tendo atividade antioxidante e antimicrobiana, proveniente da incorporacéo de analitos funcionais, como o
acido clorogénico [143]. Por outro lado, esta aplicagdo também representa uma forma de fortificacédo de
alimentos com acido clorogénico encapsulado. Mais recentemente, o acido clorogénico foi testado com
sucesso para a sua utilizacdo como agente corante em seda, apresentando uma cor entre amarelo e
castanho e conferindo aos tecidos funcionalidade antioxidante, perspectivando a sua utilizagdo na

producédo de roupa para uso protetor ou terapéutico [144].

1.8 Motivacéo e objetivos do trabalho

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a extragdo de compostos funcionais a partir de café em po
rejeitado, utilizando diferentes misturas de acetona:agua e uma solugéo aquosa de hidréxido de célcio,
caracterizar as propriedades antioxidantes, anti-radicalares e antimicrobianas dos extratos e avaliar a sua
composicao tanto no estado bruto como apoés digestdo gastrointestinal simulada.

Os lotes de café rejeitado por caracteristicas negativas de cor e/ou aroma, representam um subproduto
significativo da indastria do café e atualmente sdo apenas descartados e valorizados para producdo de
energia. De modo agregar valor a estes subprodutos, é possivel formular solugdes sustentaveis para o
seu aproveitamento, sendo que a producéo de extratos ricos em compostos fendlicos, pode representar
uma nova via de valorizagao e de criagdo de uma cadeia de valor em torno destes residuos. Para atingir

este objetivo geral, o trabalho foi estruturado nas seguintes etapas:

e Preparacdo dos extratos de café através de maceracdo (extracdo a frio) e extracdo a refluxo

(extragdo a quente);

e Determinacdo de rendimentos de extracdo avaliando a influéncia da acetona, combinagbes de

acetona:agua, agua e hidréxido de calcio 0,01%;

e Avaliacdo das propriedades antioxidantes e atividade anti-radicalar dos extratos pelo método Folin-

Ciocalteu e capacidade de sequestro de radical 2,2"-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH);

e Avaliagdo do efeito antimicrobiano contra bactérias gram-negativas e gram-positivas;

e |dentificacdo do perfil de compostos fendélicos presentes nos extratos por HPLC —DAD;
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e Avaliacdo do efeito da digestdo gastrointestinal simulada na composi¢cédo e propriedades de um
extrato seleccionado.
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Capitulo 2 - Metodologia

2.1 Matéria-prima

O lote de café em analise é café torrado e moido da marca Nestlé, que foi rejeitado para
venda por questBes de aroma e coloracdo. A amostra foi cedida pela empresa CMC Biomassa
Lda., de Leiria, Portugal, que atualmente utliza esta matéria-prima na producdo de

biocombustiveis sélidos densificados (briquetes ou pellets).

Figura 2.1 - Amostra de café torrado e moido utilizada neste estudo.

2.2 Caracterizacdo da matéria-prima

2.2.1 Determinagédo do teor de humidade

O teor de humidade da matéria-prima foi determinado segundo o protocolo AOAC (1999)
numa estufa (Memmert 854 Schwabach W-Germany), em triplicado. A humidade foi determinada
com base na perda de massa do café moido, a 105+2°C, durante 3 horas. Apds secagem, as
amostras foram colocadas num exsicador até temperatura ambiente e pesadas. Este parametro
representa o teor de agua e substéncias volateis que a amostra perde durante a secagem,

expresso em % (m/m) e calculado pela seguinte formula:

% Humidade = =2

1— 113

X L00 . e e Equacéo 2.1

Onde:
m,€ a massa de amostra juntamente com o pesa-filtro (g); m,é a massa de amostra seca

juntamente com o pesa-filtro (g) e mz€é a tara do pesa-filtro (g).

33



Capitulo 2 — Metodologia

2.2.2 Determinagéo do teor de cinzas

A determinagdo do teor de cinzas foi realizada através do método gravimétrico, de acordo
com areferéncia 935.42 da AOAC (1990). Pesou-se 1 g de amostra (em triplicado) numa balanga
analitica (Mettler Toledo AB204-S), em capsulas de porcelana previamente condicionadas em
mufla a 550+50 °C (Nabertherm), durante uma hora e taradas. Posteriormente, colocou-se a
capsula com a amostra na mufla a 550+50 °C durante duas horas, de forma a completar o
processo de oxidacao da matéria organica. Em seguida, as capsulas contendo as cinzas foram
retiradas da mufla, arrefecidas em exsicador até temperatura ambiente e pesadas em balanca

analitica. Os resultados foram expressos em % (m/m), a partir da formula:

% Cinzas = m% XA00 . et Equacéo 2.2

Onde:

m; € a massa da capsula com cinza (g); m, é a tara da cdpsula (g) e m; € a massa da amostra

(9).

2.2.3 Determinagé&o do teor de gordura

A andlise do teor de gordura foi realizada utilizando o método 991.36 da AOAC (1999). A
andlise quantitativa do 6leo baseia-se na separacdo dos lipidos da matriz da amostra por
extracdo com solventes ndo polares. A extragdo de gordura foi realizada a partir de 10 g de
amostra (em triplicado), utilizando 250 mL de éter de petroleo (Carlo Erba), num sistema Soxhlet
aguecido numa manta de aquecimento (IBX Instruments Serie HM01), até que o liquido no
extrator ficasse transparente. O extrato resultante do processo foi evaporado a secura
(Rotavapor Buchi) e pesado em balanca analitica (Mettler Toledo AB204-S) de forma a calcular

o teor de gordura da amostra, expresso em % (m/m), de acordo com a equacao 2.3:

mi_m,;

% Teor de gordura = X100, e Equacéo 2.3

ms3

Onde:
m: é a massa do baldo com a gordura extraida (g); m2é a massa do baldo vazio (g) e msé a

massa de amostra (g).

2.2.4 |dentificacao dos acidos gordos presentes no 6leo de café

O perfil de acidos gordos do oleo de café foi determinado por transesterificagdo dos
triglicéridos de forma a obter os correspondentes ésteres metilicos e sua analise por

cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GC-MS).

34



Capitulo 2 — Metodologia

Depois do processo de extragdo de gordura, o 6leo obtido foi dissolvido em 5 mL de éter de
petroleo. Desta mistura foram retirados 2 mL para tubo de centrifuga e foram adicionados 2 mL
de hidroxido de potassio metandlico 2N (Labchem; Carlo Erba). A mistura foi homogeneizada em
vortex repetidas vezes, e no final foi deixada em repouso até se completar a separacao de fases.
A fase organica (superior) foi retirada com uma pipeta Pasteur e foi seca com sulfato de sédio
anidro (Panreac). Finalmente, a fase organica contendo os ésteres metilicos foi diluida para uma
concentracdo adequada a andlise subsequente e uma aliquota foi analisada por cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (Focus GC, PolarisQ, Thermo).

As amostras (1 yL) foram injetadas a 270 °C, numa coluna DB-5 com 30 m de comprimento,
0,25 mm de largura e 0,25 ym de espessura de filme. O fluxo do gas de arraste (hélio, 99,999%,
Air Liquide) foi de 1mL/min, a interface encontrava-se termostatizada a 270 °C e a fonte i6nica
foi mantida a 250 °C.

A aquisi¢éo foi feita no modo varrimento continuo e a identificagdo dos ésteres metilicos dos
acidos gordos foi realizada através dos tempos de retengdo e por compara¢do com espectros

das bibliotecas de referéncias (Nist, Wiley).

2.2.5 Determinagé&o de proteina total

O teor de proteina total na amostra de café foi determinado com base na norma ISO
5663:1984 (método Kjeldahl). A amostra de café foi digerida com &cido sulfarico concentrado
(>95%v/v, Panreac) na presencga de mistura catalisadora (sulfato de potassio + selénio negro), a
360 °C, até apresentar uma coloragdo transparente ou amarelo palido. Apos a digestéo, a
solugédo foi transferida para um baldo de vidro de 100 mL e o volume foi aferido com agua
destilada. Esta solucéo foi filtrada para um frasco plastico e conservada a 4°C, até se concluir a

analise.

Para a determinacdo da proteina total, a 25 mL do digerido foram adicionadas 2 gotas de
fenolftaleina e o pH da mistura foi ajustado até 8 com hidroxido de sddio aquoso 6N (Absolve).
Esta solucéo foi de imediato colocada a destilar (Tecator Kjeltec System 1002 Distilling Unit),
sendo a fase de vapor recolhida numa solugéo contendo 50 mL de acido bérico 2% e 0,5 mL de
solugdo indicadora de acido borico (solugdo indicadora de vermelho de metilo + solugao
indicadora de azul de metilo). Apés destilacdo, a solucdo de acido bérico contendo NH} foi
titulada com &cido sulfarico 0,02 N. A determinacéo foi realizada em triplicado, tendo o teor de

proteina sido calculado de acordo com a seguinte equacao:

Vi xNxby

% Proteina total = X1, 4X6,25 o Equacgéo 2.4

2xMq

Onde:

V1 representa o volume de H2SO4 0,02 N gasto na titulagdo (mL); V2 representa o volume de
amostra digerida utilizada na destilacao (mL); b1 representa o volume final de amostra digerida
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(mL); N representa a normalidade do titulante (N); m1 representa a massa de amostra utilizada
na digestao (g) e 6,25 é factor de converséo de azoto em proteina.

2.2.6 Carboidratos totais

O valor de carboidratos totais foi determinado por diferenca, relativamente as outras

determinacdes de caracterizacdo, de acordo com a equacéo 2.5:

% Carbohidratos totais = 100 — % Humidade — %Cinzas — %Gordura —
Y A1 1 ¥ o Equacéo 2.5

2.3 Producéao de extratos a partir de café torrado e moido

De forma a avaliar metodologias com o intuito de potenciar a extracdo de compostos bioativos
da amostra de café em estudo, foram testados dois métodos de extracdo: extracéo por refluxo e
por maceracéo, que serdo descritas nos pontos seguintes. Os solventes utilizados nas diferentes
metodologias de extracdo ao longo deste trabalho foram &gua e acetona, sendo que se
realizaram extracdes com 12 diferentes misturas (expressas em % v/v) destes solventes: 100%
acetona, 90% acetona +10% &agua, 80% acetona + 20% agua, 70% acetona + 30% agua, 60%
acetona + 40% &gua, 50% acetona + 50% agua, 40% acetona + 60% agua, 30% acetona + 70%
agua, 20% acetona + 80% &agua, 10% acetona + 90% agua, 100% agua e 100% Ca(OH)20,01%
(m/v).

2.3.1 Maceracgéo

Pesaram-se 5 g de amostra de café moido em frascos de vidro, e adicionaram-se 50 mL de
solvente. Todos os frascos foram envolvidos em papel de aluminio e guardados no escuro
durante 24 horas, a temperatura ambiente e sem agitacdo. Apos o tempo de contato, 0s extratos
foram filtrados por papel de filtro e reservados no frio até a realizacdo das andlises de

caracterizacdo. Todas as extracdes foram feitas em duplicado.

2.3.2 Extracgéo a refluxo

O processo de extracéo por refluxo foi realizado num baldo de fundo redondo equipado com
um condensador refrigerado com agua de torneira. Adicionou-se a amostra de café em po (5 g),
juntamente com reguladores de ebulicao e 100 mL de solvente. A mistura foi aquecida até ao
solvente entrar em ebulicdo, mantendo-se assim durante 15 minutos. O solvente foi recolhido
por decantacéo e o procedimento foi repetido 5 vezes, sendo adicionados em cada repeticao 100
mL de solvente fresco, e recolhendo-se 5 fragcdes de extrato. Todas as extracdes foram feitas em

duplicado. e todas as fra¢c@es recolhidas foram conservadas no frio até a sua caracterizacao.
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2.4 Caracterizagao dos extratos de café produzidos
2.4.1 Determinacédo do rendimento de extracao

Os rendimentos de extragéo foram determinados em triplicado, por gravimetria, retirando uma
aliquota de extrato (de volume conhecido) e eliminando o solvente sob vacuo (Rotavapor Buchi),
em baldo de fundo redondo previamente tarado. Os célculos para o rendimento foram realizados

de acordo com a seguinte equacéo:

e 1111 TP Equacéo 2.6

m amostra

Onde:
M extrato FEpresenta a massa de extrato obtida depois da evaporagéo (g) € m amostra representa a

massa de amostra usada no processo de extracéo (g).

2.4.2 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais — Método de Folin-Ciocalteau

O mecanismo bésico para esta metodologia de determinacdo de compostos fendlicos totais,
consiste na reducdo do reagente de Folin-Ciocalteu, constituido por uma mistura de &cido
fosfotiingstico (HsPW12040) e de acido fosfomolibdico (HsPMo012040), efetuada pelos compostos
fendlicos que se encontram na amostra, produzindo uma mistura de éxidos azuis de tungsténio
(WsO23) e de molibdénio (MosO23) com coloracdo azul [145]. A monitorizacdo da reacgdo €
efetuada por colorimetria, a um comprimento de onda de 750-765 nm, permitindo a quantificagédo
de compostos redutores, sendo a intensidade da coloracdo desenvolvida proporcional ao teor de
compostos fendlicos. A reacdo ocorre em meio alcalino, assegurado pela adi¢do de carbonato
de sodio (Na2COs) [146][147][148].

Neste trabalho, para a determinacdo dos compostos fendlicos totais utilizou-se uma
adaptacao ao método de Singleton e Rossi (1965). Brevemente, colocou-se em tubos de ensaio
a seguinte ordem e volume de reagentes: 500 pL de amostra (com diluicdes apropriadas), 2 mL
de agua destilada, 500 pL de reagente Folin-Ciocalteu (Panreac) sem diluicdo e 2 mL de uma
solugédo de carbonato de sddio a 10 %m/V. Finalmente, as solu¢des foram misturadas em voértex
(Heidolph) e colocadas a incubar no escuro, a temperatura ambiente, durante 60 minutos. Apds
incubacéo, a cor azul desenvolvida nos diferentes tubos foi medida através da leitura da
absorvancia a 760 nm, num espectrofotometro (Pharmacia LKB-Novaspec Il), contra um branco
preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por agua destilada [149]. O &cido gélico
(Sigma) foi utilizado como composto padréo de referéncia. Assim, o teor de fendlicos totais foi
determinado a partir de retas de calibragdo obtidas da mesma forma que a descrita para as
amostras em estudo mas utilizando, no lugar destas, solu¢cdes de acido gdlico com

concentracdes entre os 10 e 100 mg/L (Figura 2.2). Todas as determinacdes foram efetuadas
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em triplicado, sendo os resultados expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG), por

grama de extrato ou por grama de café.

~

c
308
S 0,6

y = 0,0122x + 0,0552
Rz =0,9938

0,0 v T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracéo (mg/L)

Figura 2.2 - Exemplo de recta de calibracéo utilizada na determinagdo de fendlicos
totais, durante este trabalho.

2.4.3 Determinacgéo da atividade antioxidante — DPPH

O método DPPH é um dos mais utilizados para avaliar a capacidade dos compostos como
eliminadores de radicais livres ou dadores de hidrogénio e avaliar a capacidade antioxidante das
amostras de alimentos. Este método baseia-se na medi¢ao do decréscimo da absorvancia a 517
nm do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Este radical possui uma coloracéo violeta,
que na presenca de uma substancia doadora de hidrogénio, é reduzido, perdendo essa coloragéo
[150] (Figura 2.3).

a) Radical Livre DPPH b) Forma néo radical doDPPH
._;:t‘ = .
W _.-; D"N f‘-. '_:' D'\-N
W / by \"‘Q._ .-':- R A"
. * Fy N —l\ | _.-'3_
N— Ne—(, #—NO, + R - N—N—{,  —NO,
— A =, N "
A, .f_;' D_\_N W r, G N"

a) Cor: violeta escura

Figura 2.3 - Demonstracéo da estabilizac@o do radical livre DPPH (adaptado [151]).

Para a execucdo deste método preparou-se uma solugdo de DPPH (Aldrich) em
metanol, com uma concentracdo de 45 mg/L. Seguidamente, em tubos de ensaio com a

seguinte ordem e volume de reagentes foram adicionados: 0,5 mL de amostra (com
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diluigbes apropriadas em agua destilada) e 4,0 mL de reagente DPPH. Finalmente as
solugBes foram misturadas no vértex (Heidolph) durante 20 segundos. Apés um periodo
de incubacéo de 30 minutos no escuro e temperatura ambiente, procedeu-se a leitura da
absorvancia das solugées num espectrofotometro (Pharmacia LKB-Novaspec Il), a um
comprimento de onda de 517 nm. Para a construcéo das rectas de calibracéo, realizou-se
0 ensaio da mesma forma, substituindo a amostra por concentra¢cdes diferentes de padrao
Trolox R, (97%, Acros Organics), variando as concentracdes de padréo entre 10 mg/L e 80
mg/L (Figura 2.4). A actividade anti-radicalar das amostras relativamente ao DPPH foi
realizada em triplicado e expressa em equivalentes Trolox (ET) por grama de extrato ou

por grama de café.

=
N
J

y =-0,01x + 1,0801
R?=0,988

Absorvancia (517 nm)
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> o w o
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Concentragdo (mg/L)

o
o

Figura 2.4 - Exemplo de recta de calibragdo para a determinacéo de atividade anti-radicalar (DPPH),
utilizada neste trabalho.

A atividade antioxidante também pode ser expressa em termos de percentagem de inibicdo

relacionada a uma dada concentracdo de amostra, de acordo com a equacgéo 2.7:

AbSpranco—ADbS amostra %100

AbSpranco

% Inibicdo = — 22 X100, ..o Equacéo 2.7

Onde:

Abs branco representa a absorvancia lida a 517 nm para um branco e Abs amostra representa a
absorvancia lida a 517 nm para a amostra.

2.4.4 Determinacao de acUcares redutores

A determinacao do teor de aglicares redutores foi realizada, em triplicado, de acordo com o
método designado por método do reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

O reagente DNS foi preparado dissolvendo em agua destilada 10 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico (Sigma), 16 g de hidréxido de sédio (JMS Lda) e 300 g de tartarato duplo de s6dio
e potassio (Scharlau), aferindo a 1 L. A solucdo foi posteriormente filtrada e conservada em

frasco escuro.
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Em tubos de ensaio foram colocados 0,5 mL de amostra (devidamente diluida) e 0,5 mL de
reagente DNS. As misturas foram homogeneizadas em vortex e incubadas durante 5 minutos
em banho de 4gua a 100 °C. Ap6s o banho, as amostras foram deixadas a arrefecer até
temperatura ambiente, altura em que se adicionaram 5 mL de agua destilada. As amostras foram
lidas num espectrofotometro (Pharmacia LKB-Novaspec II) a 540 nm [152].

A concentracdo de acuUcares redutores foi determinada a partir de uma recta de calibracéo
utilizando padrées de glucose (Sigma) preparados por diluicdo a partir de uma solucdo-mae de
glucose (2 g/L) com concentrac®es entre 0,05 e 1,5 g/L, sujeitos ao método do DNS (Figura 2.5).
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R?=0,9979
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Figura 2.5 - Recta de calibracdo utilizada para a determinacdo de agucares redutores pelo método
DNS.

2.4.5 Atividade antimicrobiana dos extratos de café

Aos extratos produzidos a partir da metodologia de refluxo (fragéo 1), foram realizados testes
para avaliar a sua atividade antimicrobiana. A mesma foi estudada através do teste de difusdo
em agar, tendo-se avaliado a capacidade antibacteriana das amostras contra a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC6538) e contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli
(ATCC8739).

Os extratos produzidos por refluxo, correspondentes a fracéo 1, testados corresponderam a
cocnentracdoes de 50 mg/mL (100% acetona, 90% acetona, 80% acetona, 70% acetona e 60%
acetona) e 100 mg/mL (50% acetona, 40% acetona, 30% acetona, 20% acetona, 10% acetona,
100% &agua e hidréxido de calcio 0,01%). Esta variagdes nas concentragdes utilizadas estéo
relacionadas com a dificuldade de dissolu¢cao das amostras com maior percentagem de acetona.

Resumidamente, a técnica utilizada baseia-se na relacdo entre a concentracdo minima de
substancia necesséria para inibir uma estirpe bacteriana e a dimenséo do halo de inibicdo de
crescimento em redor do poco impregnado com a substancia a analisar. O meio de cultura
utilizado consistiu numa mistura de agar com meio MHB (Mueller Hinton broth) e todo o material
utilizado na realizac&o desta parte experimental foi esterilizado em autoclave a 122 °C durante
15 minutos.

O meio de cultura esterilizado foi colocado em caixas de Petri e deixado solidificar a

temperatura ambiente. As bactérias em estudo fora ressuspensas em 5 mL de solucao de cloreto
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de sédio 0,85%, homogeneizadas em vortex até uma densidade de 0,5 (DEB-1B, GrantBio) e
espalhadas nas placas contendo o meio, com uma zaragatoa esterilizada.

Em zonas das placas previamente marcadas, foram feitos furos, onde foram injectados 50 pL
dos extratos a analisar, bem como etanol 96° (branco). As placas estiveram a difundir durante 30
minutos no frigorifico e posteriormente foram colocadas a incubar em estufa (Memmert) durante
24h a 37°.

Ap6s incubacéo, verificou-se a formacao ou ndo de halos e procedeu-se a sua medicao.
2.5 Avaliacao da influéncia da acetona nos extratos produzidos

De forma a validar a utiliza¢@o de acetona na producao de extratos de café, para a fragdo 1
de todos os solventes testados (extracdo por refluxo), foram realizadas tomas que foram
evaporadas até que permanecesse apenas a fase aquosa. A partir desta fase aquosa foram
realizados 0s testes de
Folin-Ciocalteu e de DPPH (pontos 2.4.2 e 2.4.3), de forma a avaliar a performance da acetona
e também a sua potencialidade de aplica¢@o ao nivel industrial, dado o seu ponto de ebuli¢cdo
inferior ao da agua e de se tratar de um solvente classe trés, de baixa toxicidade e baixo risco

para a salde humana (aceitavel sem justificacao até 50 mg/dia) [112].

2.6 Analise dos compostos presentes nos extratos de café por HPLC-DAD

(cromatografia liquida de alta presséo acoplada a um detetor de diodos)

Para a realizagdo desta parte do trabalho experimental, foi utilizado um cromatégrafo liquido
de alta pressdo (Spectra System) equipado com uma bomba binaria de gradiente (Spectra
System P2000), amostrador automatico (Spectra System AS1000), detetor de diodos (Spectra
System UV6000LP) e controlador UV (Spectra System SN4000). A separa¢do cromatografica
realizou-se numa coluna C18 de fase reversa (Thermo Scientific), com didmetro de particula de
5 um e comprimento de 15 cm.

Antes de proceder a andlise cromatogréafica, aliquotas dos extratos seleccionados das
extracOes a refluxo (fragc@o 1) para todos os solventes utilizados, foram evaporadas a secura
(Rotavapor Buchi) e ressuspensas em etanol aquoso (50%). Seguidamente, essas aliquotas
foram centrifugadas (VWR CompactStar CS4), e os sobrenadantes foram removidos e filtrados
com filtro de 0,45 um, diluidos numa propor¢éo apropriada e transferidos vials de rosca de 1,5
mL, para posterior inje¢do cromatogréafica. Todas as analises foram realizadas em duplicado.

A programacéo do gradiente do método cromatogréfico utilizado neste trabalho encontra-se

descrito na tabela 2.1:
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Tabela 2.1 - Programa do gradiente utilizado para analise das amostras de extratos de café.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Eluente A Eluente B
0 1,0 100 0
6 0,8 100 0
70 0,8 80 20
130 0,8 0 100
135 0,8 0 100
145 0,8 100
150 0,8 100
0 1,0 100

Eluente A — Acido férmico 1% (viv)
Eluente B — Acetonitrilo:Acido formico:Agua ultra-pura 900:90:10 (% v/v)

A aquisicdo de cromatogramas e espectros de UV-Vis foi realizada recorrendo ao software
Xcalibur™ 2.0.6 (Thermo Fisher Scientific Corporation), com varrimento entre 190 e 700 nm, com
um intervalo de 1 nm e também aos comprimentos de onde especificos de 280 nm (catequinas
e acidos hidroxibenzéicos) e 320 nm (acidos hidroxicinAmicos). Estes comprimentos de onda
foram seleccionados com base em diferentes autores, relativamente aos maximos de absor¢éo
especificos para as diferentes familias de compostos fendlicos, sendo que os acidos fendlicos,
particularmente acidos hidroxicindmicos sdo maioritarios em amostras de café [153][154].

A metodologia cromatografica aplicada neste trabalho, teve como base outos trabalhos
realizados em HPLC-DAD no Departamento de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da FCT/UNL.

As concentra¢des dos diferentes compostos nos extratos de café foram determinadas em
termos absolutos utilizando retas de calibracdo construidas com padrdes cromatogréaficos entre
10 e 100 mgl/L.

As solugBes-padrédo foram injetadas no aparelho de HPLC, sendo registadas as areas dos
picos correspondentes e tragadas retas de concentracdo (mg/L) vs. area do pico cromatografico.
Os tempos de retencdo, equacao de reta, coeficiente de correlacdo e concentracdes de padréo
utilizadas encontram-se descritos da tabela 2.2. Os padrbes analisados foram seleccionados
com base nos compostos mais frequentemente encontrados em extratos de café, descritos na
literatura [153][154].
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Tabela 2.2 - PadrBes utilizados neste trabalho, comprimento de onda méaximo (nm), concentragGes
utilizadas (mg/L), equacédo da reta de calibracéo e coeficiente de correlacéo correspondentes.

Composto  Npwo Concemiactes  Remde o
Acido galico 272 10-100 y=4.108x-7.108 0,9944
Acido cafeico 236-322 10-100 y=7.108x-1.108 0,9965
Acido clorogénico (5-ACG)  238-326 10-100 y=3.108x-2.108  0,9907
Cafeina 272 10-100 y=4.108x-1.108 0,9998

Isbmeros do acido clorogénico (3-ACG e 4-ACG) e outros &cidos hidroxicindmicos
identificados nos extratos deste trabalho sdo expressos em equivalentes de acido clorogénico
(EACG). Acidos hidroxibenzoicos sdo expressos em equivalentes de acido galico (EAG). A
identificacdo dos isbmeros do &cido clorogénico (5-ACG) foi realizada com base na sua ordem

de eluicdo e espectros de absor¢do descritos na literatura [154][155][156] [157].

2.7 Digestao gastrointestinal simulada de um extrato de café selecionado

2.7.1 Digestéo géstrica simulada

A digestdo gastrica simulada foi realizada de acordo com o descrito Briones Labarca e
colaboradores (2011). Em frascos contendo 20 mL de extrato de café (100% &gua,fracéo 1,
extracdo por refluxo), ajustou-se o pH a 2 com uma solucdo de HCI 1M. Em seguida adicionou-
se 1 mL de uma solucéo de pepsina (50 mg/mL em HCL 0,1 N) por cada mL de amostra. As
amostras foram incubadas ao abrigo da luz, durante duas horas, com agitacdo de 100 rpm e a
37 °C. ApGs o tempo de incubacéo, as amostras foram colocadas em gelo e de centrifugadas a
11 000 rpm, durante 30 minutos e a 4 °C (Sigma 4K15). Posteriormente, as amostras foram
filtradas (Millipore Millex GP, 0,22 pym), e reservadas no frio até realizagdo de analises
posteriores. Em simultaneo realizou-se também um ensaio controlo (branco da digestao
gastrica), em que se substituiu a amostra por igual volume de agua ultrapura, tendo o restante

procedimento sido exatamente idéntico ao descrito para as amostras.

2.7.2 Digestéo gastrointestinal simulada

Para a digestdo gastrointestinal simulada adoptou-se também o protocolo descrito por
Briones-Labarca e colaboradores (2011). As amostras foram preparadas conforme o descrito no
ponto anterior para a preparacao da digestdo gastrica. No entanto, apds a incubacdo com
pepsina, acertou-se o pH das amostras a 6,0 com uma solu¢cdo de NaHCOz 1 M e adicionaram-
se 5 mL de uma solucdo de pancreatina e bilis (2 g/L de pancreatina e 12g/L de bilis em NaHCO3
0,1 M). As amostras foram novamente incubadas ao abrigo da luz, durante duas horas, com uma
agitacdo de 60 rpm e a temperatura de 37 °C. ApGs incubacéo, as amostras foram centrifugadas

a 11 000 rpm, 30 minutos e a 4 °C (Sigma 4K15). Posteriormente, as amostras foram filtradas
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(Millipore Millex GP, 0,22 um), e reservadas no frio até realizagcdo de analises posteriores. Em
simultaneo realizou-se também um ensaio controlo (branco da digestéo gastrointestinal), em que
se substituiu a amostra por igual volume de agua ultrapura, tendo o restante procedimento sido

exatamente idéntico ao descrito para as amostras da digestao gastrica simulada [129].

2.7.3 Analise dos digeridos

Apo6s o procedimento de digestdo gastrointestinal simulada, os digeridos resultantes foram
analisados relativamente ao seu teor de fendlicos totais (de acordo com a metodologia descrita
no ponto 2.4.2), a sua atividade anti-radicalar (de acordo com a metodologia descrita no ponto
2.4.3) e foi também realizada a analise dos compostos presentes nos digeridos por HPLC-DAD

(de forma analoga a descrita no ponto 2.6 deste trabalho).
2.8 Tratamento estatistico dos resultados

O tratamento estatistico dos dados obtidos neste trabalho foi realizado através do software
SPSS (IBM ® SPSS Satistics® versdo 23). Realizou-se analise de varidncia (ANOVA)
unidireccional, tendo sido realizadas também compara¢es multiplas de médias através do teste
de Tukey, para um nivel de significAncia de <0,05.

As correlacBes entre varidveis foram avaliadas por determinacéo do coeficiente de correlacdo

de Pearson, e classificadas de acordo com a seguinte tabela:

Tabela 2.3 - Classificag@o das correlagdes de acordo com o valor obtido para o coeficiente de correlagédo
de Pearson.

Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) Correlacéo
r=1 Perfeita positiva
0,8sr<1 Forte positiva
0,5=r<0,8 Moderada positiva
0,1=r<0,5 Fraca positiva
0<r<0,1 infima positiva
r=0 Nula
-0,1<r<0 infima negativa
-0,5<r=-0,1 Fraca negativa
-0,8<8<-0,5 Moderada negativa
-1<r=-0,8 Forte negativa
r=-1 Perfeita negativa
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Capitulo 3 - Apresentacdo e discussao de resultados

3.1 Caracterizacao da amostra de café

Na primeira fase deste trabalho realizou-se a caracterizacdo da amostra de café utilizada. Tal como ja
foi referido, este lote de café foi rejeitado devido a mas caracteristicas de aroma e cor, ndo sendo portanto
comercializado e sendo direccionado para a sua utilizagao na producéo de biocombustiveis sélidos.

A caracterizacao do café envolveu a determinagdo dos seus teores de humidade, cinzas, proteina total,
gordura total e carboidratos totais (perfil nutricional). Na tabela 3.1 apresentam-se os resultados obtidos
(média £ desvio padréo) para os varios componentes determinados para esta amostra de café, expressos

em % massica.

Tabela 3.1 - Perfil nutricional da amostra de café utlizada neste trabalho.

Café torrado moido

Teor de humidade (%, bh) 7,1+05
Teor de cinzas (%, bs) 48+0,1
Proteina total (%, bs) 19,8+ 0,2
Carboidratos (%, bs) 64,5+0,0
Teor de gordura (%, bs) 10,9+£0,3

O valor obtido para o teor de humidade encontra-se dentro do intervalo encontrado na literatura (8,5 -
13,0 g/ 100 g), para amostras de café verde em base seca. Comparando o valor de humidade do café em
estudo com os valores obtidos para gréos de café torrado por Oliveira e colaboradores (2006), cuja média
foi de 1,5+0,2 (%,bs) [54], verifica-se que o valor obtido neste trabalho é bastante mais elevado, o que
deve resultar do equilibrio da amostra com a humidade ambiente pois tratando-se de um lote rejeitado que
iria ser valorizado energeticamente esteve armazenado em recipientes abertos, expostos a humidade

ambiental.

A determinacao do teor de cinzas da amostra de café resultou num valor de 4,8+0,1 %bs. Na literatura
relatam-se valores de 3,9 e 4,4 % bs para as espécies de café verde arabica e robusta, respetivamente.
Valores proximos a estes também foram identificados para as mesmas espécies depois da torrefacao (4,5
e 4,7 % bs, para ardbica e robusta respetivamente) [158]. O teor de cinzas para o café estudado neste
trabalho é semelhante aos valores apresentados na literatura, mas ligeiramente mais elevado o que pode

também indiciar alguma contaminacdo com pds ou areias durante a armazenagem na empresa
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fornecedora pois como foi referido tratava-se de uma fracdo de biomassa destinada a valorizagao
energética e que portanto pode ter sido armazenada e manipulada sem os cuidados que sdo necessarios
para os produtos alimentares. Estes dados indicam também que caso se pretenda efetuar uma valorizagcéo
destes lotes como fontes de extratos nutracéuticos ou cosmeéticos terdo que continuar a ser manipulados
e armazenados segundo os principios do HACCP, mesmo ap0s o processo de rejeicao na utilizacédo
alimentar direta. O valor para o teor de cinzas obtido por Esquivel e colaboradores (2012b), para borras
de café foi de 0,50 % bs, bastante inferior aos valores dos graos pois parte da riqueza mineral do gréo é

transferida para a bebida durante a extragdo com agua [9].

A proteina € um precursor de sabor importante no processo de torrefacao de grédos de café [159]. O
valor de proteina total determinado neste trabalho encontra-se préximo do referido por Vasconcelos e
colaboradores (2007), que registaram um conteddo de proteina total de 14,4+0,2 % para café torrado e de
15,6+0,6 % para graos verdes [160]. Franca e colaboradores (2005) determinaram um teor de proteina
total de 16,1+0,2 % para graos tostados e 17,0+0.6 % em graos verdes [161].

Tendo em conta que os resultados apresentados séo intervalos baseados na determinacdo do azoto
bruto e na multiplicagdo pelo fator 6,25 e de acordo com Macrae (1985), ndo existem evidéncias que
indiguem que o teor de proteina em café de diferentes qualidades, ou inclusivamente de diferentes
espécies (ardbica vs. robusta) sejam significativamente diferentes [162].

Os intervalos de proteina revistos na literatura sdo relativamente inferiores ao determinado neste
trabalho; tal pode dever-se a um maior teor de cafeina do café moido em estudo, quando comparado com
0s outros grao de café, pois tratando-se de uma molécula azotada, € um interferente positivo na
determinacéo da proteina; alguns gréos de café preto, podem apresentar aproximadamente 30% mais de
cafeina do que outros gréo de café, o que poderia explicar os niveis mais altos de proteina, através deste
efeito de matriz; estes resultados sdo também coerentes com a observacgéao ja feita por outros autores de

gue os niveis de proteina ndo séo significativamente afetados pelo processo de torrefagédo [161].

Os carboidratos estao presentes no grdo na forma de polissacarideos e de aglcares de baixo peso
molecular, que incluem tri, di € monossacarideos redutores e ndo redutores. Entre os aglcares de baixo
peso molecular, a sacarose estd presente em maior concentracdo e os polissacarideos constituem cerca
de 50% do peso seco do café cru [163]. Como se pode verificar na tabela 3.1, os carboidratos sdo como
expectavel, os principais componentes desta amostra de café. O conteido médio de carboidratos totais
obtido foi de 64,5 % bs (valor calculado por diferenca), o que coincide com os intervalos encontrados na
literatura de 58,6 a 61,8 % em graos de café verde e de 66,0 a 67,7 % em gréos de café torrado. Outros
autores também indicam que os polissacarideos correspondem a 65,9 + 6,5% da massa de residuo de
café, sendo que 50%, 25% e 25% dessa frac@o de polissacarideos correspondem a galactomananos,

arabinogalactanos e celulose, respetivamente [164][165].
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7

O oleo de café & composto maioritariamente por triglicéridos, fosfolipidos, esterdis, tocoferois e
diterpenos caracteristicos do café [158]. A fracao lipidica do residuo de café, apds extragdo, caracteriza-
se por ser um liquido acastanhado e viscoso com forte aroma a café, apresentando uma composicéo de
75% de triglicéridos, 19% de compostos diterpénicos, 5% de esterdis livres esterificados e outros
compostos em quantidades vestigiais [101]. O teor de gordura determinado para o lote de café estudado
foi de 10,1 + 0,3%, valor préximo do intervalo de 11 a 17%, apresentado na tabela 1.3 para café robusta e
arabica torrados, respectivamente. E possivel que esta amostra de café em p6 armazenada em condi¢des
ambientais tenha perdido alguns dos componentes terpénicos do 6éleo, com maior volatilidade, o que
resulta num teor de gordura ligeiramente mais baixo que os anteriormente referidos. A gama global de teor
de lipidos em gréo verde é de 7-17%, com uma média de cerca de 15% para arabica e 10% para robusta,
evidenciando que a composicao lipidica do café varia com a espécie e com os métodos de processamento
do gréo. Depois de realizada a transesterificacéo do 6leo de café, a amostra foi submetida a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, de forma a identificar e determinar a abundancia relativa dos
ésteres metilicos de acidos gordos presentes no 6leo de café. A figura 3.1 corresponde ao cromatograma

obtido com o 6leo de café em analise.
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Figura 3.1 - Cromatograma do perfil de acidos gordos do 6leo de café produzido a partir da amostra de café em
estudo, com tempos de retenc¢do (min).

Na tabela 3.2 apresentam-se 0s picos correspondentes aos ésteres metilicos identificados no

cromatograma da Figura 3.1.
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Tabela 3.2 — Andlise cromatografica do 6leo de café: Picos identificados, estrutura, nome e abundancia relativa.

P?qo Estrutura Nome TemPo de_ Abundéncia Relativa
Identificado retencdo (min) (%)
1 C16:0 Acido Palmitico 26,24 25,2
2 C18:2 Acido Linoleico 32,82 40,9
3 c18:1 Acido Oleico 33,97 11,8
4 C18:0 Acido Estearico 40,73 9,2
5 C20:0 Acido Eicosandico 43,71 4,1
Total 91,1%

Observou-se uma predominancia de &cido linoleico relativamente ao acido oleico o que é uma
caracteristica distintiva relativamente a outros Oleos vegetais provenientes de oleaginosas. O &cido
linoleico é de extrema importancia, pois é um acido gordo polinsaturado essencial ha nutricdo humana,
devido a sua participacdo na sintese de prostaglandinas e outros processos bioldgicos relacionados com
a regeneracéo celular [166]. Atendendo a abundancia relativa dos compostos presentes no perfil, verifica-
se que no 6leo estudado predominam os acidos gordos insaturados.

Durante o processamento do café, por efeito da temperatura de torrefagcdo, a gordura migra para a
superficie do gréo, o que pode ser considerado benéfico, porque nesta situagcdo, a gordura podera
funcionar como pelicula isoladora que impede a perda de aromas [167]. A composi¢cdo quimica do 6leo de
gréos de café saudéaveis ja foi estudada e os dados estdo disponiveis na literatura para frutos verdes e
torrados [168][169].

Manna e colaboradores (2015) relatam que o acido palmitico € o acido gordo mais abundante no 6leo
de borras de café com um contetdo de 46,22%, seguido pelo acido linoleico, estearico e oleico (19,6%;
12,3%; 23% respectivamente)[170]. No entanto, Oliveira e colaboradores (2006) afirmam que os acidos
linoleico e palmitico foram os &cidos gordos encontrados em maiores propor¢des em gréos de café torrado,
com médias de 44% e 34%, respectivamente, e quantidades moderadas de acido oleico (9%) e estearico
(7%) [54]. Estes resultados aproximam-se aos valores encontrados para este parametro neste trabalho.
Também Da Costa Magalhdes (2014) detetou que 6leo de café apresenta uma maior percentagem de
C18:2 (acido linoleico) seguido de C16:0 (4cido palmitico) [171].

3.2 Producdo e caracterizagao de extratos de café

De acordo com a revisdo bibliografica realizada durante a execucdo deste trabalho, sédo poucos os
artigos que referem a utilizagdo de acetona ou de solugfes béasicas como solventes na extragcao de
compostos bioativos de café. Neste trabalho pretendeu-se avaliar o efeito da adi¢céo de acetona a extracao
de fendlicos do grao com agua, de forma a poder efetuar uma substituigdo parcial de &gua por um solvente
mais volatil e assim reduzir custos e a exposi¢do do extrato a temperaturas elevadas durante o processo

de eliminagdo do solvente. A utilizacao de solu¢des de hidroxido de calcio destinou-se a avaliar o efeito do
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pH basico e também perceber se poderia ocorrer a formagdo de complexos entre compostos fendlicos
desprotonados e o Ca?* que potenciassem a extracédo destes compostos. Pretendeu-se também averiguar
a influéncia da natureza destes solventes na composicao dos extratos e nas suas propriedades funcionais.

Assim sendo, nesta dissertacédo realizaram-se variacdes nas proporcdes de acetona (100%, 90%, 80%,
70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% e 0%) em agua (%v/v), utilizando também hidréxido de célcio 0,01%
para a producdo de extratos a partir de café torrado e moido, utilizando duas técnicas extrativas
(maceragdo e refluxo) e avaliando os rendimentos de extracdo, teor de compostos fendlicos totais,

atividade anti-radicalar, teor de agucares redutores e atividade antimicrobiana dos extratos produzidos.

3.2.1 Extracdo por maceragao

3.2.1.1 Rendimento de extracao

Na figura 3.2 observa-se a diferenca de cor que apresentam os extratos com apenas acetona e mistura
acetona:agua (entre 90 e 60%) depois de 24 h de extracdo. A cor dos extratos intensifica & medida que
ocorre um incremento na percentagem de agua no solvente, permitindo constatar visualmente os efeitos
da fase aquosa na extragdo de compostos com afinidade polar como séo os compostos fendlicos, sendo

gue a cor mais escura também é indicativa de um aumento no rendimento de extragéo.

Figura 3.2 - Extratos obtidos por maceragéo 24 h (de acetona 100% até 60%).

Na figura 3.3 representam-se os rendimentos obtidos no processo de maceracdo com tempos de

contato de 24 h, utilizando os diferentes solventes.
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Figura 3.3 - Rendimentos de extracédo (% m/m) obtidos para a maceracgéo de 24 h, para os diferentes solventes
utilizados. Barras classificadas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).

Os rendimentos obtidos por maceragédo situam-se entre 4,7 e 27,1 %, sendo de destacar que o
rendimento mais elevado foi obtido com acetona a 60%, no entanto o desvio-padrédo correspondente a
este resultado é bastante elevado, o que pode justificar a diferenca relativamente a outras condi¢cdes.

Para as concentracdes 100 e 90% acetona existem diferengas significativas, sobretudo para 100%
acetona que apresentou um rendimento de extracdo de 4,7% significativamente inferior a todas as
restantes concentragbes avaliadas. Estes resultados refletem a elevada polaridade dos metabolitos do
grdo de café que requerem um solvente de extracdo com uma constante dieléctrica suficientemente
elevada para promover a sua solvatacdo e dissolucéo eficientes. A partir de 70% acetona observa-se uma
estabilidade dos rendimentos obtidos, indicando que os 30% de agua séo suficientes para assegurar a
maior parte das interagdes polares necessarias a extragdo dos compostos fendlicos, nomeadamente as
interacdes dipolo-dipolo e as liga¢des por pontes de hidrogénio; o rendimento ligeiramente mais baixo
obtido com a acetona a 10% pode ser consequéncia de alguma variabilidade da matriz.

Os rendimentos de extra¢do mais elevados foram de 19,9 % e 20,7% e obtiveram-se com 100% &agua
e hidroxido de célcio 0,01%, respectivamente, ndo havendo, no entanto, diferengas significativas
relativamente aos outros solventes mistos, como se pode observar na figura 3.3. Este resultado indica que
o efeito de uma eventual desprotonagéo dos fenélicos e complexagdo com Ca?* ndo parece concorrer de

forma significativa face a simples dissolugdo nas misturas acetona:agua.
O rendimento de extracdo é dependente do solvente e do método de extracdo [172]. As misturas

aquosas de etanol, metanol e acetona sdo comumente usadas para extrair compostos fendélicos plantas,

mas tém também capacidade de dissolver compostos ndo fenélicos como agucares, acidos organicos,
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proteinas e pigmentos que podem estar presentes nos extratos e contribuem para o rendimento total de
extragéo [173].

Relativamente aos extratos produzidos por maceracéo, pode-se observar que a medida que o teor de
agua foi aumentando o rendimento de extracdo também aumentou, devido ao contributo do aumento de
polaridade no meio de extracao, para a dissolucdo dos metabolitos polares fendlicos e nao fendlicos.

Por outro lado, Narita e colaboradores (2014) relataram ensaios realizados com pele prateada de café,
usando agua como solvente, as temperaturas de 25 °C e de 210 °C, tendo concluido que o rendimento
foi 1,8 vezes superiores a temperatura mais elevada o que indica que a extracdo a quente podera ser mais
eficiente pois 0 aumento nas quantidades extraidas é suficiente para compensar qualquer degradacao que

possa ocorrer a estas temperaturas mais elevadas [21].

3.2.1.1 Compostos fendlicos totais e atividade anti-radicalar

O teor de fendlicos totais foi determinado com recurso ao método de Folin-Ciocalteu e os resultados
obtidos encontram-se expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de extrato (mg
EAG/g extrato) e por grama de café (mg EAG/g café) (Tabela 3.3 e Figura 3.9). Esta reag&o é especifica
para compostos com capacidade redutora, sendo os compostos fendlicos particularmente reativos nas
condicdes do ensaio, mas podendo existir outros componentes da matriz que também apresentam

capacidade de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu [174].

Tabela 3.3 - Valores médios e respetivos desvios-padrao para o teor de fendlicos totais dos extratos obtidos
por maceracéo, expressos em mg EAG/g extrato.

Fendlicos totais

Solvente (mg EAG/g extrato)
100% Acetona 19,5+0,72
90% Acetona 208,3+10,4¢
80% Acetona 119,4+3,5°
70% Acetona 194,5+1,7¢
60% Acetona 382,1+16,4"
50% Acetona 341,8+12,4¢
40% Acetona 332,4+5,5¢
30% Acetona 337,8+4,3¢
20% Acetona 308,8+12,24
10% Acetona 136,1+2,20

100% Agua 131,6%3,6°
Hidréxido de célcio 0,01% 143,0+£2,6°

Valores classificados com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas significativas (p < 0,05).
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O menor teor de compostos fendlicos foi obtido com acetona 100%, este solvente tem diferencas
significativas com os demais solventes testados. Com a adicdo de uma pequena fragao de agua (acetona
a 90%), o rendimento de compostos fendlicos aumentou significativamente mas s6 quando a percentagem
de agua ultrapassou os 40% (acetona a 60%), o teor de fendlicos ultrapassou o valor de 300 mg de EAG/g.

Os extratos com percentagens de acetona entre 20% e 60% apresentaram rendimentos superiores a
300 mg de EAG/g e o rendimento aumentou com a percentagem de acetona no extrato atingindo o valor
mais elevado de 382,1+16,4 mgEAG/g no extrato com 60%. Para valores inferiores a 20% de acetona a
penetracdo do solvente na matriz pode ser limitada pelo 6leo presente na superficie das particulas de café,
e que funciona como uma barreira aos solventes muito polares a temperatura ambiente. Por outro lado o
aumento da polaridade do solvente nos extratos obtidos com acetona 10%, agua 100% e hidroxido de
célcio 0,01% pode favorecer a extracdo de compostos nao fendlicos que contribuem para o rendimento
elevado de extracdo, mas ndo para o caracter redutor.

Na figura 3.4 observam-se os resultados de fendlicos totais para os extratos produzidos por maceracgao
em mg EAG/g café.
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Figura 3.4 - Valores médios e respetivos desvios-padrédo para o teor de fendlicos totais dos extratos obtidos por
maceracao, expresso em mg EAG/g café. Barras classificadas com letras diferentes indicam diferencgas significativas
(p<0,05).

A concentracdo de fendlicos por grama de café apresenta uma variagdo analoga a concentracéo de
fendlicos por grama de extrato o que confirma que os rendimentos mais elevados obtidos com 10% de
acetona, 100% de agua e a solugdo de 0,01% de hidroxido de calcio devem ter o contributo de compostos

polares nao fendlicos, pois as concentracdes de fendlicos nestes extratos sdo claramente inferiores as dos
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extratos obtidos com 20% acetona até 60% de acetona. Os extratos produzidos com acetona 60%
destacam-se com um rendimento de 82,4 mg EAG/ g café significativamente diferente dos rendimentos
obtidos com os restantes solventes.

As misturas acetona:agua séo solventes eficazes para a extracdo de fendlicos de diferentes fontes
naturais, especialmente de matrizes de proteinas, uma vez que esta mistura é capaz de degradar
complexos de polifenol-proteina [175], sendo que a amostra de café em analise neste trabalho apresentou
um teor de proteina total de 19,8+0,2 % bs.

Moreira Penna (2015) realizou trabalho com gréos de café rejeitados e moidos, produzindo extratos
com acetona 50%, verificando um valor méximo de fendlicos totais de 71,34 mg EAG/g café verde [127].
Neste trabalho, na maceracéo com acetona 50% obtiveram-se 66,1 mg EAG/g café, podendo dizer-se que
este valor estd em concordancia com o autor anteriormente referido, dado que café torrado geralmente
apresenta teores de compostos fendlicos mais baixos, quando comparado com café verde [158].

Extratos acetonicos, acetona-agua (80:20 v/v), de casca, polpa e borra de café foram analisados para
a determinacéo de fendlicos totais por Palomino e colaboradores (2015). Os resultados obtidos foram de
159,50; 72,88 e 77,25 mg EAG/g de residuo respetivamente [176]. Por comparacdo, o rendimento de
extracdo de fendlicos totais obtido na maceragdo com acetona 80% foi de 20,6 mg EAG /g café, e portanto
bastante mais baixo que os valores obtidos por Palomino e colaboradores (2015). Estas diferengas no
contetido fendlico podem dever-se a diferencas na razdo solvente: matriz, temperatura de extracdo e

regime de agitacdo, que foram superiores aos utilizados neste trabalho.

Os extratos produzidos pela metodologia de maceracao foram também avaliados para o seu potencial
antioxidante através do teste do DPPH, de forma a monitorizar a sua atividade anti-radicalar, expressa em
mg de equivalente de Trolox (ET) por grama de extrato (mgET/g extrato) e também por grama de café
(Tabela 3.4 e Figura 3.5).

53



Capitulo 3 — Apresentacgéo e discussao de resultados

Tabela 3.4 - Valores médios e respetivos desvios-padrédo para a atividade anti-radicalar dos extratos produzidos por
maceracao, expressa em mg EAG/g de extrato.

Atividade anti-radicalar

Solvente (mg ET/g extrato)
100% Acetona 32,3+0,82
90% Acetona 335,7+5,5f
80% Acetona 517,7+1,49
70% Acetona 134,048,2b
60% Acetona 147 5+1,4P
50% Acetona 254,0+5,9de
40% Acetona 263,0+6,6°
30% Acetona 254,2+40,50¢
20% Acetona 225,3+4,0cd
10% Acetona 204,8+6,2¢
100% Agua 217, 1+4 8cd
Hidroxido de calcio 0,01% 246,4+3 4de

Valores classificados com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p < 0,05).
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Figura 3.5 - Valores médios e respetivos desvios-padréo para a atividade anti-radicalar dos extratos produzidos por
maceracao, expressa em mg EAG/g de café. Barras classificadas com letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).

O menor valor detetado neste trabalho para o parametro de atividade anti-radicalar foi para acetona
100% (32,3+0,8 mgET/g de extrato). Os extratos obtidos com 100% acetona e 70% acetona apresentaram

valores de atividade anti-radicalar significativamente inferiores a todos os outros extratos, enquanto o
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extrato obtido com 80% de acetona apresentou um valor desta atividade significativamente superior aos
de todos os outros extratos. Os extratos com mais de 50% de &gua apresentam valores de atividade anti-
radicalar semelhantes incluindo aqueles com mais de 90 % de agua que anteriormente verificamos terem
um teor de compostos fendlicos distinto.

Para os extratos produzidos através do processo de maceracdo, ndo se observou correlacao positiva
forte ou mesmo moderada entre o contetdo de fendlicos totais e a actividade anti-radicalar, com um
coeficiente de correlac@o de Pearson de 0,06. (Figura 3.6), o que confirma que os extratos podem conter
outros compostos nado fendlicos com maior ou menor contributo para a atividade anti-radicalar; por outro
lado a sequestracéo de radicais DPPH pode apresentar diferengas decorrentes da natureza do solvente o

gue no caso destes extratos pode ser um fator diferenciador [177].
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Figura 3.6 - Correlacéo entre o teor de fendlicos totais (NgEAG/g de extrato) e a atividade anti-radicalar (mgET/g de
extrato) para os extratos produzidos por maceragao para os diferentes solventes.

No trabalho feito realizado por Sousa e colaboradores (2011), para a atividade antioxidante, avaliada
pelo método DPPH, o extrato hidroalcodlico do residuo de goiaba apresentou a maior atividade
antioxidante, com EC50 de 142,89 + 4,85 mg/mL, seguido pelo extrato hidroalcodlico (EC50 de 308,07 +
0,75 mg/mL) e aquoso (EC50 de 386,46 + 1,41 mg/mL) do residuo de acerola, o que é similar ao concluido
para a atividade anti-radicalar dos extratos com misturas de acetona:agua deste trabalho, onde algumas

misturas acetona:agua tiveram melhores resultados que os extratos aquosos [178].

3.2.2 Extragéo por refluxo

3.2.2.1 Rendimento de extracao

O processo de refluxo foi realizado num sistema fechado com extragdes sucessivas até completar 5

fracOes para cada concentracdo de solvente. Pretendia-se assim aumentar o rendimento de extracdo, por
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aumento da temperatura de extracdo, da razdo solvente:matriz e da realizagdo de extragBes sucessivas.
Na figura 3.7 observa-se o aspecto visual das 5 frac¢Bes obtidas com 100% acetona e das 5 fracdes

obtidas com 60% acetona.

Figura 3.7 - Extratos obtido por refluxo: A — Extragcdo com 100% acetona (5 fragfes). B - Extragdo com 60% acetona
(5 fracdes).

Como seria expectavel a primeira fracdo é a mais concentrada, sendo que a cor dos extratos tende a
diminuir ao longo das extracdes sucessivas e, portanto, a quinta fragdo é a mais clara. Por outro lado, a
variacao na cor dos extratos entre os solventes é também indicativa de que 100% acetona apresenta pior
capacidade de extracdo, comparativamente aos extratos produzidos com 60% acetona (significativamente

mais escuros).

Na figura 3.8 encontram-se os resultados obtidos para os rendimentos de extragdo das 5 fracBes
recolhidas para cada solvente testado. Na figura 3.9 observam-se as médias para as diferentes fracdes

entre todos os solventes utilizados.
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Figura 3.8 - Rendimentos de extracdo (% m/m) obtidos para cada uma das 5 fracdes recolhidas de cada
solvente utilizado, na extragéo por refluxo.
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Figura 3.9 - Média dos rendimentos obtidos em cada fracéo (todos os solventes). Barras classificadas com
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).

Nos rendimentos individuais para cada fracdo observa-se que, tendencialmente, a fragdo 1 resulta num
maior rendimento de extragdo com os solventes analisados, isto verifica-se principalmente a medida que
a percentagem de a4gua aumenta.

Tendo em conta os resultados expostos nas figuras acima, os resultados obtidos nas extracfes
sequenciais indicam que a primeira extracdo é a mais eficaz, apresentando um rendimento médio de

extracdo 13,31%. A medida que se continuam a extrair os compostos do residuo com extracdes
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sequenciais sob as mesmas condi¢des, o rendimento de extragdo vai sendo cada vez menor. Existem
diferencas significativas da fragdo 1 para as restantes fra¢cfes, e entre as fracfes 3, 4 e 5 conseguem-se
resultados semelhantes, indicando que a continuacdo de extracées até a quinta extracdo atinge um
equilibrio na quantidade de compostos que séo extraidos da matriz, até que esta se esgote. No entanto o
somatorio das fracdes 1 e 2 representam mais de 60% do extrato total recolhido para a maior parte dos
solventes utilizados.

Contabilizando a totalidade de rendimento para as extracdes efetuadas, verifica-se um comportamento
semelhante ao observado na atividade anti-radicalar dos extratos obtidos por maceracdo: os extratos
obtidos com mais de 50% de agua apresentam rendimentos superiores aos restantes e praticamente
constantes para os extratos obtidos com teores de agua de 70%. O rendimento mais baixo registou-se
para o extrato obtido com 100% acetona, confirmando a necessidade de alguma presenca de agua para
gue o processo de extracdo seja eficiente. Observam-se valores numericamente mais elevados de
rendimento para os extratos obtidos com 80% de acetona e 90% de acetona, quando comparados com 0s
restantes extratos obtidos com menos de 50% de agua e um desvio padréo consideravel no extrato de
90% de acetona, o que contribui para diminuir a significAncia das diferencas entre médias (Figura 3.10).
Este comportamento sugere que no caso dos extratos obtidos com menos de 50% de agu, a variagcdo da
constante dieléctrica do solvente de extracdo deve ser mais pronunciada, afetando de forma distinta os
processo de solvatacdo dos solutos e de penetracdo do solvente na matriz o que origina uma varia¢ao
complexa e ndo regular do rendimento de extragao.
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Figura 3.10 — Somatdrio dos rendimentos das fracdes recolhidas, correspondendo ao rendimento total (% m/m) para
cada solvente analisado. Barras classificadas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).
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Nebesny e colaboradores (2014) trabalharam com graos de café robusta verde. Os mesmos foram
moidos, misturados em agua e fervidos num recipiente de pressao a 110 ° C durante 10 min. O processo
de extracdo foi repetido trés vezes e o rendimento de extracdo foi de 35,1%. Comparativamente, nesta
dissertacdo, o rendimento para os extratos de agua 100% foi de 37,50%, sendo portanto valores
comparaveis e demostrando assim uma boa eficiéncia no processo de extracdo com temperatura [179].

Mathew e colaboradores (2016) utilizaram acetona, etanol aquoso e acetona aquosa para realizar a
extracéo em flocos de café verde. Os autores obtiveram os rendimentos de extragdo mais elevados com
acetona aquosa (18,92%) e o valor de rendimento mais baixo utilizando apenas acetona (10,87%) [180].
Nesta dissertacao, também a percentagem mais baixa de extragdo foi obtida com acetona 100% e a
combinacgédo de acetona aquosa aumentou o rendimento de extracdo. Estas combinagGes solvente-agua
resultam melhor comparando com a extracdo com solvente puro presumivelmente pela afinidade dos
compostos que estdo sendo extraidos com a fase polar.

Neste contexto, pode-se distinguir que para diferentes residuos derivados da mesma matriz, os
rendimentos de extracdo dependerdo do nivel de processamento que as mesmas apresentem, e do tipo
de solvente usado de acordo com os tipos de compostos que se desejam extrair.

Para fins comparativos, na figura 3.11 observam-se os resultados obtidos para os rendimentos de

extracdo com as metodologias de maceracao e de refluxo.
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Figura 3.11 - Comparacéo de rendimentos (% m/m) de maceracao, fracdo 1 de refluxo e refluxo total (somatério das
5 fracdes).

Apesar de se ter alcancado um bom desempenho com a extracdo por maceracéo, ao realizar as

extracdes com aplicagdo de temperatura, conseguiram-se rendimentos superiores, sobretudo nos extratos
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obtidos com mais de 50% de 4gua, que em maceragdo a temperatura ambiente devem apresentar algumas
limitagGes de penetracdo na matriz devido a presenca de alguns componentes apolares como sejam 0s
componentes terpénicos e os triglicéridos do 6leo de café. Apesar de uma razéo café:solvente maior (1:20)
no refluxo, comparativamente a razao utilizada na maceracdo (1:10), a combinacdo da utilizacdo de
temperatura mais elevada e das extracdes sucessivas a presenca da acetona em concentracdes
superiores a 50% permitiu ultrapassar este efeito de matriz sendo o rendimento do extrato obtido com 60%

de acetona por maceracao superior ao extrato obtido com o mesmo solvente por extracéo a refluxo.

3.2.2.2 Compostos fendlicos e atividade anti-radicalar

Nesta etapa do trabalho experimental, foi realizada uma avaliacao do teor de compostos fendlicos por
fracdo retirada (Tabela 3.5 e Figura 3.12). No trabalho feito por Bravo e colaboradores (2013) relata-se
gue ndo existem outros trabalhos com café utlizando extracbes sucessivas e estudando-as

individualmente [107].

Tabela 3.5 - Valores médios e respetivos desvios-padréo para o teor de fendlicos totais dos extratos obtidos por refluxo,
para as 5 fracdes recolhidas, expressos em mg EAG/g extrato.

Fendlicos totais (mg EAG/g de extrato)

0,01%

Solvente
Fragcédo 1 Fragéo 2 Fracéo 3 Fracéo 4 Fragdo 5

100% Acetona 26,6+0,32 36,5+7,42 15,5+0,72 9,4+0,32 20,5+1,02
90% Acetona 310,4+24,6%¢ 41,2+1,12 160,4+7,0°¢ 139,8+26,7f 79,0+3,74
80% Acetona 433,846,4 175,4+6,1° 127,7+2,6° 64,3+1,0° 114,7+3,6f
70% Acetona 304,6+6,2%¢ 84,6+1,7° 170,0£3,9¢ 312,4+15,7" 130,2+4,09
60% Acetona 615,6+12,49  293,2+11,0¢° 143,1+2 5° 37,4+1,3° 27,4+0,8?2
50% Acetona 594,2+7,89  405,1+3,2¢f 194,5+3,34 110,5+3,6%¢ 86,4+1,49¢
40% Acetona 248,4+4,4° 194,0+2,4° 186,1+0,2¢ 105,2+1,5¢ 58,9+0,8¢
30% Acetona 285,4+4,1¢¢  379,9+10,5¢ 239,9+2,0¢ 132,9+1,9¢f  37,9+2,00,3°
20% Acetona 264,8+6,7>¢  409,7+11,8 166,2+2,2°¢ 102,8+2,3¢ 642,0+8,6"
10% Acetona 271,7£3,4°¢  518,4+25 59 265,4+4,1f 211,1+3,49 93,6+3,8¢
100% Agua 327,3+4,3°  600,0£59"  247,1t14,8¢  187,2+1,89 77,9+0,9¢
Hidroxido de calcio 256,0+4,2° 3036569  199,6+¢3,1¢ 1280+15%  67,6£0,8°

60

Valores classificados com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p < 0,05).
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Figura 3.12 - Valores médios e respetivos desvios-padrédo para o teor de fendlicos totais dos extratos obtidos por refluxo, para as 5 frag6es recolhidas, expresso

em mg EAG/g café. Barras com a mesma cor classificadas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).
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Na figura 3.12 (mg EAG/ g café), observa-se que o extrato de acetona a 100% apresentou a menor
concentracdo de compostos fendlicos e registam-se duas tendéncias de aumento: nos extratos de 90% de
acetona até 50% de acetona e de novo desde o extrato com 40% de acetona até ao extrato com 100 %
de agua. Este comportamento é mais evidente na primeira fracdo, o que é expectavel pois € aquela cujas
caracteristicas poderao ser mais afetadas por efeitos de matriz. Esta observacdo confirma a hip6tese de
gue em misturas acetona:agua, a composicdo do solvente afeta de forma relevante a solvatacao dos
analitos, a sua transferéncia da matriz para a solucéo e a capacidade de penetracéo do solvente na matriz.
Esta influéncia da composigdo dos solventes de extragdo no contetdo polifendlico dos extratos ja tinha
sido referida por outros autores [181].

Os teores de fendlicos totais mais elevados foram obtidos na fracdo 1 do extrato de 60% acetona
(615,6+£12,4 mgEAG/g extrato), e do extrato de acetona a 50% (594,2+7,8 mg EAG/g extrato), que nao
tiveram diferencas significativas entre si.

Seria de esperar que os valores de fendlicos totais diminuissem da fracao 1 para a fragdo 2, mas tal
nao se verifica para os extratos de acetona a 30%, 20% 10%, agua 100% e hidréxido de calcio 0,01%, os
restantes extratos comportaram-se do modo esperado. Estes valores muito elevados na segunda extracao
podem resultar de uma maior capacidade de penetracdo na matriz na segunda extracdo por eliminacao
de alguns componentes apolares da matriz que podem ter sido removidos na primeira extracdo, sobretudo
pelo efeito da temperatura. De destacar também o extrato de acetona 20%, cujo valor mais elevado no
teor de fendlicos totais se verificou na fracdo 5, com 642,0+8,6 mg EAG/g extrato. De real¢car que o
rendimento de extracéo da frac@o 5 é muito reduzido pelo que este valor de concentragéo reflete sobretudo

a auséncia de outros componentes co-extraidos.

A extracdo de compostos antioxidantes (principalmente polifendéis) de residuos industriais e da
agroindustria e o grande interesse na substituicdo de antioxidantes alimentares sintéticos por naturais,
despertou uma intensa procura na identificacdo de novos antioxidantes. As reac¢des de oxida¢do ndo sédo
de interesse exclusivo das industrias alimenticias, na medida em que influenciam a produgéo de outros
bens oxidaveis, como cosméticos, farmacéuticos e plasticos [182].

A composicgédo de fendlicos totais obtidos nas diversas fracBes de extracéo por refluxo foi avaliada com
o fim de valorizar a riqueza fendlica dos lotes de café torrado rejeitados apenas por motivos de cor e aroma.
Motivos estes que retiram estes lotes de café da via da comercializagdo, tornando-os num residuo que
actualmente é utilizado diretamente para producdo de energia, sem que haja uma valoriza¢éo prévia, como
por exemplo a extracao de compostos de valor acrescentado, como é o caso dos compostos fendlicos.

Michielis e colaboradores (2012) determinaram que as misturas a base de acetona foram solventes
mais eficazes do que as misturas a base de metanol na extracéo de fendis a partir de diferentes frutas e
vegetais. Os solventes mais utilizados para a extracao de substancias fendlicas sdo o metanol, a acetona

e suas misturas de agua, acidificadas ou néo [183].
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Existem alguns estudos, como o de Zakaria (2013), onde se compara a extragdo de fendlicos a partir
de polpa de cereja de café utilizando metanol/agua (60:40) e apenas agua. O extrato de metanol:agua
continha 27,61 mgEAG/g, ao passo que 0 extrato de agua da mesma amostra apresentou 22,75 mgEAG/g.
A extracdo com uma mistura de solvente:agua mostrou-se mais eficaz do que apenas com agua quente
[184], o que se verifica também neste trabalho para a fracdo 1 do extrato obtido com acetona a 60%.

Diferentes concentrac8es de metanol (entre 20% e 80%) e diferentes relacBes solvente/sélido (10 e
40 mL/g) foram utilizadas na extragdo de borras de café durante 90 minutos por Mussato e colaboradores
(2011). Paralelamente, estes autores também efetuaram extragdes apenas com agua destilada.
Contudo, o uso de metanol 60% como solvente deu melhores resultados de extragdo de compostos
fendlicos (16 mg EAG/g borra de café). Embora o metanol seja o solvente de extragdo mais comumente
usado devido a sua alta polaridade e altos rendimentos de extracdo, a caracteristica toxica deste solvente
torna-se um problema sério quando a finalidade dos compostos extraidos € a aplicagdo em alimentos e
indastria farmacéutica ou cosmética. Estes autores reportaram que os resultados de extracdo néo
aumentaram de forma linear quando a concentracdo de solvente diminuiu, mas houve um ponto 6timo
apos o qual o uso de concentragcdes menores de solvente ndo melhorou os resultados da extracdo, o que
significa que a diminuic&do da concentracéo de solvente € benéfica para a extracdo de compostos fendlicos,
mas até atingir um certo limite, ap6s o qual a eficiéncia de extracdo se reduz [125]. Este € um
comportamento analogo ao encontrado neste trabalho para as misturas acetona:agua.

Outro solvente bastante documentado em matrizes da industria do café é o etanol. Pinelo e co-autores
(2007) realizaram ensaios com borras de café e avaliaram trés solventes de extracdo: 4gua pura, 60% de
metanol e 60% de etanol e sendo que este Ultimo foi 0 mais eficaz (400 mgEAC/L), [185].

De acordo com Bravo e colaboradores (2013), extratos produzidos com agua alcalina tém o potencial
para a ocorréncia de reacdes quimicas que induzem a formacao ou extracdo de compostos quimicos que
normalmente ndo se encontram em café [107]. Os estudos encontrados com extracdo utilizando agua
basica sdo maioritariamente referentes a extracdo de taninos, sendo que neste trabalho ndo se realizou
nenhuma determinacgdo especifica para essa classe de compostos fendlicos [186], e os extratos obtidos
com hidréxido de calcio, apesar de rendimentos de extracdo e de concentracdo de compostos fendlicos
totais interessantes, ndo se destacaram relativamente a outros extratos produzidos.

Por outro lado, a casca de café, que também corresponde a um residuo da industria do café, foi
estudada por Palomino e colaboradores (2015). Os autores determinaram que o etanol ndo foi o melhor
solvente para extra¢do de compostos fendlicos, no entanto a acetona apresentou o melhor rendimento o
extrato acetonico de casca, seguido pela borra e por ultimo o extrato de polpa (159,50; 77,25; 72,88 mg
EAGI/ g residuo respetivamente) [176]. Neste contexto na figura 3.12 observa-se que o extrato aquoso das
5 fragdes juntas deu como resultado 142,6 mg EAG/g café, que resultam num valor menor ao proposto
pelo trabalho anteriormente citado. No entanto, o procedimento de extracéo foi feito de 15 em 15 minutos,
ou seja, é possivel que com mais tempo de interacgao do café com o solvente permita conseguir melhores

resultados num solvente mais inécuo e facilmente aplicavel a qualquer setor, como é a agua.
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Assim o tipo de solvente, a razao de solvente:agua, o sistema de extracdo, espécie de café e nivel de
processamento, influenciam em grande parte o contelldo de compostos fenolicos nos extratos. Nem

sempre a partir do mesmo residuo de café é possivel obter teores semelhantes de fendlicos totais.

Para fins comparativos, na figura 3.13 observam-se os resultados obtidos para o teor de fenélicos

totais obtidos em ambas as metodologias de extracdo utilizadas neste trabalho.

700

Fenolicos totais (mg EAG/g extrato)

Solvente S
® Maceracao 24h  mExtracéo por refluxo (Fragdol)

Figura 3.13 - Valores médios para o teor de fendlicos totais (mg EAG/g extrato) obtidos na maceragéo 24 h e na
fracdo 1 da extracado por refluxo.

As condicdes de obtencdo destes extratos foram, em termos de razado sélido/liquido, 1:10 na maceracdo
e 1:20 no refluxo. Para os dois sistemas de extragao a acetona 100% resultou no menor teor de fendlicos
totais, devendo-se possivelmente as caracteristicas altamente polares dos compostos fendlicos que
dificultaram a extrac&o eficiente com apenas acetona.

A combinacao solvente:agua permitiu a maior extragdo de compostos fendlicos tanto para o processo
a frio como a quente. Mas a extracao por refluxo obtive um maior rendimento de compostos fendlicos.

O tempo de extracdo ndo variou a composicao fendlica, considerando que na primeira fragcao de refluxo
(15 minutos) se conseguiram resultados comparaveis ou superiores aos obtidos na maceracdo em 24 h.

Acima de tudo, é possivel que a temperatura seja o fator decisivo na extracdo de antioxidantes em café
rejeitado moido, dado que a extracao por refluxo resulta de 15 minutos de contato direto entre a matriz e
o solvente a temperatura de ebuli¢cdo do solvente.

Os extratos obtidos com 60% e 50% de acetona, a refluxo (fragéo 1) destacam-se dos restantes quanto

ao seu teor de fendlicos totais.
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Seguidamente demostram-se os valores obtidos para atividade anti-radicalar das fracdes sucessivas
realizadas na extragédo por refluxo expressas em mg ET/g extrato (Tabela 3.6) e em mgET/g de café (Figura
3.14).

Tabela 3.6 - Valores médios e respetivos desvios-padréo para a atividade anti-radicalar dos extratos produzidos por
maceracao, expressa em mg ET/g de extrato.

Atividade anti-radicalar (mg ET/g de extrato)

Solvente
Fracdo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracéo 4 Fracdo 5

100% Acetona 58,1+0,32 60,5£9,02 31,740,92 29,5£0,4° 20,4£1,13b
90% Acetona 11,840,12 53,0+2,6 214,841,600 208,3+1,6¢ 93,443,204
80% Acetona 588,0+27,41 239,9+13,4b.c:4 130,7+11,5b 96,8+3,7 142,1+6,9'
70% Acetona  383,2+25,5¢ 105,541,925 184,043,504 351,8+411,9°  134,8+11,0°f
60% Acetona 730,6+12,39 272,8+13,8%¢ 177,622,804 229,1+4,19  285,44+20,39
50% Acetona 618,5+18,1f 524,6+11,1f 278,243 ,4¢ 112,1+0,3°  108,4+55%¢
40% Acetona 220,2+27,4° 158,8+2,62b.4 224,3+4,3042 165,2+10,0° 70,0+2,6°
30% Acetona 252,5+28,3° 262,6+12,100° 247 8+21,19¢ 61,3+2,6 39,1+0,6°
20% Acetona 219,8+6,4b¢ 191,2+6,92bed 184,141,404 98,1+4,3b 650,0+9,1"
10% Acetona  554,8+38,6° 356,1+67,7¢ 157,1+3,8b° 116,626,3°  114,1+2,3de

100% Agua 507,2+38,2¢ 391,4+158,2¢ 218,6+45,8°d¢ 102,9+11,3°  108,2+21,7%¢
Hidroxido de 151,7+1,3b 116,252,62b° 134,3+70,5 120,9+34,0° 5,1+2,32

célcio 0,01%
Valores classificados com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p < 0,05).

Para a fracdo 1 e 2 o valor correspondente a acetona 90% apresentou o valor mais baixo (11,8 e 53,0
mg ET/ g, respetivamente), no entanto a mesma néo presentou diferencas significativas com a acetona
100%. Por outro lado, o extrato de acetona 60% apresentou o valor maximo (730,6 mg ET/g de extrato),
seguido pela acetona 50% (618,5 mg ET/g de extrato). Para esta mesma fracdo detetaram-se diferencas
significativas entre os extratos apenas de agua e hidroxido de calcio 0,01% (507,2 e 151,7 mg ET/g de
extrato, respetivamente).

Para a fracdo 2 os valores de atividade anti-radicalar mais elevados corresponderam aos extratos de
acetona 50%, 10% e 100% agua, com valores de 524,6, 356,1 e 391,4 mg ET/g de extrato, respetivamente.

Os valores mais baixos para as fracdes 3 e 4 foram os obtidos pela acetona 100%, no entanto ocorre
uma mudanc¢a na quinta frag&o, onde a atividade anti-radicalar mais baixa foi para o hidroxido de célcio

0,01%. Finalmente na quinta fragdo, é de destacar um crescimento abrupto da acetona 20%, que ja tinha
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sido observado na concentracdo de compostos fendlicos o que indica que efetivamente este extrato
apresentou quantidades bastante elevadas de compostos com atividade redutora e anti-radicalar.
Tendencialmente, a acetona a 50%, acetona a 10%, agua 100% e hidréxido de célcio apresentaram
um decréscimo gradual nos niveis de equivalentes Trolox desde a primeira até a quinta fracdo, mas a
superioridade das fracdes 1 e 2 relativamente as restantes, é evidente para quase todos os solventes
testados o que indica que uma sequéncia de duas extracdes é adequada para remover a maior parte dos
fendlicos presentes na matriz e 0 acréscimo de rendimento obtido a partir da 32 extracdo ndo deve ser

suficiente para justificar o consumo adicional de solvente e energia.
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Figura 3.14 - Valores médios e respetivos desvios-padrdo para a atividade anti-radicalar dos extratos produzidos por
refluxo, para as 5 fragdes sucessivas, expressos em mg EAG/g de café.

Expressando o rendimento em compostos com atividade anti-radicalar por grama de café observa-se
de novo um comportamento similar na gama entre 80% de acetona a 50% de acetona e na gama de 40%
de acetona até 100% de agua (Figura 3.14).

De forma a representar os resultados de atividade anti-radicalar de uma forma alternativa nos extratos
produzidos por refluxo, as concentrag@es de extratos utilizadas foram determinadas tendo em conta o fator
de diluicdo utilizado para a realizacdo da reacdo DPPH. Os valores de concentracdo dos extratos das
fracbes 1 e 2 do refluxo encontram-se descritos na tabela 3.7. Cada extrato possui um comportamento
distinto de acordo com a concentracdo testada e portanto a uniformizagdo das concentracdes foi
necessaria, para que estas fossem associadas a uma determinada percentagem de inibicao do radical
DPPH.
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Tabela 3.7 — Valores médios e desvios-padrdo para os valores da percentagem de inibi¢cdo, obtida para uma
concentracdo aproximada de extrato de 0,1 mg/mL, para as fragBes 1 e 2 da extracdo por refluxo, para os diferentes
solventes em estudo.

Concentracéo de

Amostra extrato (mg/mL) % Inibicdo % Inibicdo
100% Acetona 0,1 6,310,3 6,9+0,8
90% Acetona 0,1 1,3+0,6 6,1+0,3
80% Acetona 0,1 29,1+1,1 29,2+1,3
70% Acetona 0,1 33,5+3,2 11,8+0,1
60% Acetona 0,1 52,9+0,6 20,1+0,8
50% Acetona 0,1 56,2+1,6 43,8+0,9
40% Acetona 0,1 19,5+2,3 13,7+0,2
30% Acetona 0,1 23,4124 15,1+0,6
20% Acetona 0,1 29,5+0,8 10,4+0,3
10% Acetona 0,1 56,2+3,8 25,7+4,6
100% Agua 0,1 47,5421 30,0+1,4
Hidroxido de célcio 0,01% 0,1 20,6+0,2 5,540,1

O ensaio de DPPH é extensamente utilizado de forma a testar a capacidade dos compostos de atuarem
como sequestradores de radicais livres ou dadores de hidrogénio, permitindo avaliar a capacidade
antioxidante de diversos produtos, entre 0os quais matrizes alimentares [187]. Os resultados deste teste
podem ser expressos de diversas formas, no entanto para fins comparativos, sdo dependentes da
concentracdo de extrato utilizado, bem como da concentragdo da solucdo de DPPH preparada para a
realizacdo do ensaio e do tempo da reacao.

A maioria dos trabalhos relativos a capacidade antioxidante de café encontram-se expressos em termos
de percentagem de inibicdo. Assim sendo, de acordo com a tabela 3.7 podemos verificar que a maior
percentagem de inibicdo do radical DPPH na fragdo 1 ocorreu para os extratos produzidos com 60, 50 e
10% de acetona (52,9, 56,2 e 56,2%, respetivamente), para concentracdes de extrato na ordem dos 0,1
mg/mL.

De acordo com Bravo e colaboradores (2013), extratos produzidos com borra de café, a pH alcalino,
apresentaram percentagens de inibicAo mais elevadas quando comparados com outros solventes,
nomeadamente agua a pH neutro e agua acida [107]. Neste trabalho a atividade antioxidante do extrato
produzido com hidréxido de célcio 0,01%, ndo se destacou em termos de percentagem de inibicdo em
ambas as fracBes, sendo comparavel a outros extratos com diferentes combinacdes acetona:agua e
inferior ao extrato de agua.

Apesar da diferenca entre metodologias, Jeszka-Skowron e co-autores (2016) analisaram a atividade
antioxidante de cafés de diferentes origens, tendo determinado valores de percentagem de inibicdo num

intervalo entre 31,9 e 75,6%, sem mencionar a concentracao de extrato utilizada [59]. Nesta dissertacdo o
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valor minimo encontrado para percentagem de inibicao foi de 1,3% e o mais elevado de 56,2%, sendo

mais baixo do que o relato no trabalho anteriormente referenciado.

Para a extracdo por refluxo verificou-se uma correlacédo forte positiva entre o teor de compostos
fendlicos totais (NgEAG/g de extrato) e a atividade anti-radicalar (mgET/g de extrato), para um coeficiente

de correlacédo de Pearson (r) de 0,9, como se pode verificar na figura 3.15.

800 T
700 1 .
600 T o . °
500 T o .

400 1 e

300 +
200 + L L)
100 +

0 t t t t } } !
0 100 200 300 400 500 600 700
Fendlicos totais (MgEAG/g extrato)

Anti-radicalar

Figura 3.15 - Correlagdo entre o teor de fendlicos totais (NgEAG/g de extrato) e a atividade anti-radicalar (mgET/g
de extrato) para os extratos da fragdo 1 produzidos por refluxo para os diferentes solventes.

Utilizando esta metodologia, um maior teor de fendlicos encontra-se relacionado positivamente com um
maior atividade anti-radicalar e portanto, é possivel inferir que a extracdo por refluxo é mais eficaz na
extragdo de compostos fendlicos com atividade anti-radicalar que a extracdo por maceracgédo (ver Figura
3.6).

3.2.2.3 Aclcares redutores e compostos fendlicos

A determinacdo dos aguUcares redutores é economicamente interessante devido a sua importancia
como parametro de classificacdo e qualidade do produto em alimentos [188]. No café, os acUcares
redutores séo os principais precursores de aromas (piranos, pirroles e pirazinas, entre outros) [189]. Estes
compostos séo interferentes positivos no teste de Folin, e a sua presenca em extratos nutracéuticos ndo
€ muito desejavel tendo em conta os efeitos metabolicos do consumo de aglcares simples.

Na figura 3.16 observam-se os resultados obtidos para os agUcares redutores e 0os compostos fendlicos
totais correspondentes ao somatoério das duas primeiras fragdes da extragdo por refluxo. Os valores sé@o

apresentados em mgGLU/L e mgEAG/ L (aglcares e compostos fendlicos, respetivamente).
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Figura 3.16 - Comparacédo entre 0s somatorios méedios das fragfes 1 e 2 dos extratos obtidos por refluxo,
relativamente ao teor em agucares redutores e compostos fenélicos totais, em mg/L. Barras com a mesma cor,
classificadas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).

A partir da acetona 100% até acetona 50% observa-se um aumento constante dos compostos fendlicos,

no entanto da transicdo da acetona 50% para acetona 40% visualiza-se uma diminuicdo no teor de

fendlicos, que tornam de novo a aumentar até aos 10% de acetona, mantendo-se elevados nos extratos

de 100% de &gua e 0,01% de hidréxido de calcio. Este comportamento ja comentado anteriormente reflete

os diversos fatores que afetam a extragdo dos compostos fendlicos, de polaridade média a alta. J& os

acucares redutores sendo altamente solUveis em agua sdo eficientemente extraidos em todos os extratos

com mais de 10% de agua, apresentando concentragdes relativamente constantes nesses extratos. A

acetona a 100% mas a presenca de agua € o fator decisivo na dissolugéo destes compostos polares.

Este fator pode também contribuir para a maior extracdo de compostos fendlicos ligados a glicosideos,

por solugBes com maior percentagem de agua, dado que os compostos fendlicos podem ocorrer na sua

forma livre ou ligados a agucares [65]. Zeng e co-autores (2017) indicaram que os acidos fendélicos podem

ser libertados a partir de derivados glucésidos (fenélicos conjugados) e identificaram os aglcares como

sendo compostos protetores dos fendlicos durante a extrusdo enzimatica de arroz [190].

Na figura 3.17 é possivel avaliar a correlagéo existente entre o teor de compostos fendlicos totais e o

teor de acgUcares redutores nas somas das fracdes 1 e 2 da extragdo por refluxo, para todos os solventes

em estudo.
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Figura 3.17 - Correlacéo entre o teor de fendlicos totais (NgEAGI/L) e a concentragdo de agUcares redutores
(mgGLU/g de extrato) para o somatorio das fragbes 1 e 2 obtidas por refluxo.

Os acgucares redutores apresentaram uma correlacdo moderadamente positiva com o contetdo fenélico
total (r = 0,6). Num estudo de Constatinou e Koutsidis (2016), € relatado que nos sistemas de reacéo de
Maillard (que acontece na torrefacdo do café), os antioxidantes fendlicos podem reagir com fragmentos de
acucar, formando complexos através de reacdes de substituicdo aromatica eletrofilica [191].

Com tudo isto, pode verificar-se que os agUcares redutores sdo importantes na atividade antioxidante
dos extratos do café utilizados neste trabalho.

3.2.2.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos relativamente as bactérias S.aureus e E.coli, foi determinada
através do método de difusédo em placa, na concentracao de 50 mg/mL, para a fracdo 1 dos extratos com
60% de acetona até 100% de acetona e na concentracao de 100 mg/mL, para a fragcao 1 dos extratos com
mais de 50% de 4gua. A sensibilidade normal das bactérias utilizadas foi confirmada através da realizagao
de ensaios com brancos. Nenhum extrato apresentou inibicdo para ambas as bactérias em andlise, em
nenhuma das concentracdes aplicadas.

Como se pode observar na figura 3.18 relativa aos ensaios com a bactéria S.aureus, é possivel
observar a ndo formacao de halos, embora na imagem seja dificil de diferencar devido a cor e a difusdo
dos extratos.
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Figura 3.18 - Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de café em
estudo, com a bactéria S. aureus.

A seguranca alimentar é considerada essencial no desenvolvimento e producao de alimentos, incluindo
compostos funcionais. A Autoridade Europeia para a Seguranc¢a dos Alimentos (EFSA), relatou altas taxas
de surtos infeciosos por populacdo (1,2 por 100.000) na Unido Europeia (EU) em 2013, causados
por Escherichia coli, Salmonella, Bacillus, Shigella e Staphylococcus aureus, entre outros [192].

O modo de acéo dos agentes antimicrobianos depende ndo s6 da sua composi¢do, mas também do
tipo de microrganismo, sendo principalmente relacionado com a estrutura da sua parede celular e da sua
membrana externa. De um modo geral, as bactérias Gram-negativas, como a E. Coli, sdo menos sensiveis
a agentes antimicrobianos do que as bactérias Gram-positivas, como 0 S. aureus, uma vez que as
primeiras possuem uma membrana externa lipopolissacaridica, que constitui uma barreira contra a
penetracdo de iniUmeras moléculas antimicrobianas. Contudo, tal ndo significa que as bactérias Gram-
positivas sejam sempre mais suscetiveis [193][194].

Existem resultados que destacam o potencial dos extratos de café como um composto antibacteriano
naturalmente ativo e ndo toxico adequado para aplicag8es biomédicas [195], pelo que, dada a ndo detecéo
de atividade antimicrobiana nos extratos de café em estudo, se decidiu testar a atividade antimicrobiana
de alguns compostos individuais dos extratos de café, referidos na literatura [154] e outros com conhecidos
efeitos antimicrobianos, como a quercetina, acido gdlico, acido p-cumarico, acido cafeico, rutina, acido
trans-ferdlico e o &cido 3,4-dimetil hidroxicinAmico. Os testes foram realizados em concentra¢gfes de 100
mg/mL, e tal como se observa na figura 3.19, ndo se detetou qualquer atividade antimicrobiana por parte
destes compostos individuais.
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Figura 3.19 - Resultados obtidos de compostos puros com capacidade antimicrobiana (100mg/mL).

Os extratos apresentam maior atividade biolégica que os compostos purificados, em razéo da positiva
interacdo sinérgica entre os diferentes compostos presentes [196], mas neste caso nem extratos nem
compostos individuais demonstraram capacidade de inibir estas duas bactérias, nos niveis de
concentracao utilizados.

Para avaliar um agente antimicrobiano € importante determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI).
A CMI é considerada como a mais baixa concentragcdo da amostra de café que inibiu o crescimento do
microrganismo. Assim, um estudo de Momente e colaboradores (2015) determinou que sao necessarios
5 mg/mL de borra de café arabica para que a mesma apresente a¢do inibitoria contra S.aureus, no entanto
para ter acdo contra uma ampla quantidade de microrganismos é necessaria uma concentracdo de 80
mg/mL; a bactéria E.Coli requer concentra¢cdes maiores para que se detete o efeito inibitério [197]. Estes
valores ndo coincidem com as determinagdes neste trabalho, dado que se utilizaram concentragées de 50
e 100 mg/mL de extrato e ndo se registou um efeito inibitério. Segundo Jiménez-Zamora e co-autores
(2015), extratos da pele prateada e borra de café mostraram efeito antimicrobiano insignificante contra S.
aureus e E.Coli, no entanto apés misturar a borra de café com melanoidinas do café, os autores verificaram

uma atividade antimicrobiana estatisticamente significante (p <0,05) contra ambos 0s microrganismos [17].

O pH também pode ter um efeito significativo na capacidade antimicrobiana de extratos de café. Amélia
e colaboradores (2007) demostraram a influéncia do pH (4,5 a 7,5) na atividade antimicrobiana da cafeina
contra Salmonella enterica sorovar Typhimurium (Gram-negativo). O pH de 4,5 seguido de 5,5 promoveu
um maior efeito inibitério. Ao pH de 7,5, a percentagem de inibicdo encontrada para a cafeina foi menor
[198]. Neste estudo, o extrato produzido com agua 100% apresentou um pH de 6,9 sendo possivel que tal

tenha tido influéncia nos resultados obtidos.
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Outros trabalhos mencionam que para os acidos p-coumarico, ferdlico e cafeico a inibicdo aumentava,
a medida que o pH diminuia, e que para o acido clorogénico, a inibi¢céo de Listeria foi maior em pH ajustado
para 6,5 [199][200][201].

Observando-se os resultados para o teor de fendlicos totais e os obtidos no ensaio antimicrobiano, ndo
se verifica uma relacdo positiva entre os mesmos, isto €, mesmo tendo concentracfes muito significativas
para o teor de compostos fendlicos totais, tal ndo se refletiu em termos de inibicdo de crescimento dos

microrganismos testados.

3.3 Efeito da evaporacdo da acetona no teor de fendlicos e atividade anti-radicalar

Depois de evaporar a acetona presente nos extratos, analisou-se o teor de compostos fendlicos totais
e a capacidade antioxidante da fase aquosa para as fracdes 1 e 2 da extracao por refluxo. Os resultados

para fendlicos totais (mg EAG/L) da fragdo 1 e 2 visualizam-se na figura 3.20.
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Fracado 1
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Figura 3.20 - Valores médios de fendlicos totais (mg EAG/L) da fracdo le 2 dos extratos de refluxo originais e dos
extratos depois de evaporar o solvente.

Como seria de esperar, ocorreu um aumento do teor de fendlicos totais na maioria das combinacdes
acetona:agua, por concentracdo. A acetona 10% que apresentou no extrato original 4261 mg EAG/L depois
de retirar o solvente e concentrar tudo na fase aquosa aumentou o seu contetdo em fendlicos para 5797
mg EAG/L. Outro aumento importante destacou-se na acetona 50% que ao principio tinha 4100 mg EAG/L
conseguindo-se obter apds evaporacdo um valor de 6841 mg EAG/L. Como excecdo dos antes
mencionados a acetona 30% sofreu uma diminui¢cdo de 2653 a 1994 mg EAG/L.

O aumento dos compostos fendlicos totais tiveram o mesmo comportamento para a fracéo 2 depois de
efetuado o procedimento de extracdo da acetona.

Para a acetona 80%, o extrato original na segunda fragcao apresentou um teor de fendlicos de 1683 mg

EAGI/L e apés a evaporacdo este valor aumentou para cerca de 4 vezes mais, passando a 7675 mg EAGI/L.
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Um fendmeno semelhante verificou-se no extrato de acetona 70%, a mesma na fragdo 1 no extrato
original apresentou 3686 mg EAG/L e na fracdo 2 diminuiu para 558 mg EAGI/L, depois de avaliar a
capacidade antioxidante da fase aquosa determinou-se que a mesma sofreu um aumento no teor de

fendlicos até 10 vezes superior (6891 mg EAG/L).

A capacidade de eliminacdo de radicais livres também foi analisada para estes extrato, através do
ensaio de DPPH. Na figura 3.21 observam-se os resultados obtidos em mg ET/L para a fracdo 1 analisada

antes e depois da evaporacéo da acetona dos extratos.

Fracédo 1
m Extrato original Apés evaporacdo acetona

10% Acetona
20% Acetona
30% Acetona
‘GE) 40% Acetona
® 50% Acetona
UB) 60% Acetona
70% Acetona
80% Acetona
90% Acetona

0 2 000 4 000 6 000 8 000 10 000 12 000
Atividade anti-radicalar (mg ET/L)

Fracéo 2

m Extrato original ApoOs evaporagdo acetona

10% Acetona
20% Acetona
o 30% Acetona
= 40% Acetona
® 50% Acetona
&_3) 60% Acetona
70% Acetona
80% Acetona
90% Acetona

0 2000 4000 6 000 8 000 10 000 12 000
Atividade anti-radicalar (mg ET/L)

Figura 3.21 - Valores médios para a atividade anti-radicalar (mg ET/L) da fragdo 1 e 2 dos extratos de refluxo
originais e dos extratos depois de evaporar o solvente.

Na fracéo 1, o extrato de acetona 90% apresentou apenas 70 mg ET/L, sendo que depois de evaporada

a acetona este valor aumentou para 4585 ET/L, ja na fragdo 2 ocorreu um incremento de 474 para 3762
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mg ET/L. Contudo, no momento de obter o extrato por evaporagdo seria rentavel retirar apenas 10% de
agua em lugar de ter um gasto superior ao retirar elevadas quantidades de agua considerando o ponto de
ebulicdo deste solvente.

Com a acetona 80% na fracao 2 destaca-se 0 aumento para quase o triplo do obtido no extrato original
(de 2303 para 8377 mg ET/L). No extrato de acetona 70% aconteceu que na fracdo 1 o nivel de
equivalentes trolox decresceu mas na fracédo 2 de ter 696 ET/L encontrou-se 9933 ET/L. Outro solvente
com razéao superior de agua como a acetona 10% desceu o teor na fragédo 1 depois de retirar a acetona
mas na fragdo 2 comportou-se semelhante aos outros aumentando de 2600 a 3488 ET/L.

Comparativamente com os extratos de agua que tiveram na fragcdo 1 do refluxo uma média de 4287 mg
EAGI/L, verifica-se que depois de retirar a acetona e concentrar tudo na fase aquosa, consegue-se um
maior rendimento de fendlicos totais, 0 que coincide com o declarado por Papagiannopoulos e
colaboradores (2004). Estes autores descobriram que a extragcdo de acetona e 4gua produz um maior
rendimento de compostos fendlicos que a extracdo apenas com agua [202], e portanto o efeito de
concentracdo serd muito mais significativo utilizando esta mistura de solventes.

Embora os resultados estudados para a atividade antioxidante sejam significativos, a escolha do
solvente € um fator determinante para a utilizacdo e comercializacdo dos extratos na indistria de uma
perspectiva de seguranca. Segundo Jayesh e co-autores (2017), o extrato aquoso de acetona
de Terminalia bellirica ndo produziu toxicidade aguda em ratos e os estudos histopatolégicos também
confirmaram a natureza nao toxica do extrato [203].

O processo de remover a acetona e conseguir concentrar o extrato permite resultados étimos no
referente a potencialidade da aplicacdo de acetona. Considerando que a acetona se trata de um solvente
com ponto de ebulicdo mais baixo que da agua (56 e 100 °C, respetivamente), € possivel conseguir a sua
remogcdo dos extratos de forma menos dispendiosa em termos energéticos e consequentemente
econdmicos. Tendo em conta que o calor latente de vaporizacao da agua é de 540 cal/g e o da acetona
corresponde a 122 cal/g, é possivel calcular a quantidade de energia (cal) necessaria para evaporar 1 L

das diferentes misturas de solventes (Figura 3.22).
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Figura 3.22 — Energia necesséria para a evaporagdo de um litro de cada uma das misturas de solventes em estudo
(Kcal).

Como seria expectavel, € necessaria uma menor quantidade de energia de forma a eliminar as misturas
de solvente, comparativamente a evaporacdo apenas de agua. Por outro lado, sabendo a massa de
compostos fendlicos totais extraidos em cada fracdo 1 do refluxo, é possivel determinar a energia

correspondente a essa massa para cada mistura de solvente testada (Figura 3.23).
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Figura 3.23 — Energia por massa de fenolicos totais, para cada extrato obtido na fragdo 1 de refluxo para os
diferentes solventes em estudo.
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O valor obtido para o extrato 100% acetona ndo se encontra representado, dado que a massa de
equivalentes de acido galico é muito reduzida, e o valor obtido de Kcal/g EAG é de 3817,7 Kcal/g EAG.

Como se pode verificar na figura acima, para os extratos produzidos com 50 e 60% de acetona, o
balanco entre gasto energético e massa de fendlicos recuperados é bastante interessante quando
comparado com percentagens mais elevadas de incorporacao de agua. Estes dois extratos apresentaram
teores bastante significativos de compostos fendlicos totais, bem como de atividade anti-radicalar, sendo
que estes resultados permitem validar a utilizag@o de misturas, nesta proporcéo, de 4gua e acetona.

Por outro lado, é de salientar que as flutuag6es nestes célculos se devem em parte a passos inerentes
a metodologia de extracdo, como por exemplo, a recuperacdo do extrato, dado que para as primeiras
fracéo de refluxo, ndo se recupera o volume total de solvente inicial da extragdo, afectando assim a massa
de extrato e consequentemente outros calculos posteriores.

A poupanca energética em termos de extragcdo pode compensar o investimento num outro solvente,
neste caso, a acetona, dado que as carateristicas dos extratos produzidos com as misturas,
particularmente 60% acetona, sdo comparaveis as obtidas com o extrato aquoso.

Por outro lado, € possivel também considerar a aplicacdo estes extratos numa formulacao liquida, dado
gue terdo valores de compostos fendlicos bastante elevados, e restando apenas agua, que é um solvente
in6cuo, estes extratos terdo mais facilidade em ser aplicados na industria alimentar, apresentado a
vantagem da diminuicdo de custos devido a necessidade de apenas eliminar acetona. A acetona
apresenta-se como um solvente de classe 3 e portanto, a sua eliminacdo compreenderia valores vestigiais,
de forma a ndo exceder o limite de 50 mg/dia. Estes resultados permitem discutir o desenvolvimento de
um procedimento de extracdo sustentavel e eficiente energeticamente, utilizando solventes adequados
para a obtencdo de extratos ricos em compostos fendlicos, com facilidade numa transicdo da escala

laboratorial para uma escala maior.

3.4 Andlise dos compostos presentes em extratos de café selecionados, por HPLC-DAD

Os extratos produzidos por refluxo, fracdo 1, com 100% acetona, 60% acetona, 50% acetona, 10%
acetona, 100% é&gua e hidroxido de célcio 0,01%, foram selecionados para andlise por cromatografia
liguida de alta eficiéncia. Estes extratos foram selecionados com base nas caracteristicas exibidas ao
longo deste trabalho, como por exemplo o seu teor de compostos fendlicos totais e a sua atividade anti-
radicalar.

A andlise cromatogréfica foi realizada em modo varrimento total entre 190 e 700 nm e com a aquisigdo
seletiva aos comprimentos de onda de 280 e 320 nm, de forma a maximizar a detecdo dos grupos de
compostos mais significativos nos extratos de café, que tém maximos de absor¢cao nesses comprimentos
de onda, nomeadamente cafeina e acidos hidroxicindmicos. A identificacdo e posterior quantificagéo foi

realizada apenas para picos com abundéncias relativas superiores a 4%.
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A 280 nm os principais componentes detetados nos extratos em analise foram acido galico e cafeina.
A 320 nm os principais compostos detetados foram acidos hidroxicindmicos, mais especificamente o acido
clorogénico (5-ACG), os seus dois isémeros (3-ACG e 4-ACG) e o acido cafeico. Detetaram-se também
outros compostos, em ambos os comprimentos de onda, que se designaram apenas pelo seu grupo
funcional, nomeadamente “acido hidroxibenzdico” ou “acido hidroxicinamico”, pois nao foi possivel
estabelecer a sua identidade individual. Os cromatogramas relativos aos diferentes extratos a 280 e 320
nm, encontram-se representados nas figuras 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28 e 3.29.
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Figura 3.24 - Cromatogramas obtidos por injegcdo em HPLC-DAD do extrato obtido com 100% acetona. A - 280 nm; B — 320 nm.
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Figura 3.25 - Cromatogramas obtidos por injecdo em HPLC-DAD do extrato obtido com 60% acetona. A - 280 nm; B — 320 nm.
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Figura 3.26 - Cromatogramas obtidos por injecdo em HPLC-DAD do extrato obtido com 50% acetona. A - 280 nm; B — 320 nm.
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Figura 3.27 - Cromatogramas obtidos por injegcdo em HPLC-DAD do extrato obtido com 10% acetona. A - 280 nm; B — 320 nm.
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Figura 3.28 - Cromatogramas obtidos por injecdo em HPLC-DAD do extrato obtido com 100% &gua. A - 280 nm; B — 320 nm.
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Figura 3.29 - Cromatogramas obtidos por injegcdo em HPLC-DAD do extrato obtido com hidréxido de célcio 0,01%. A - 280 nm; B — 320 nm
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Como se pode observar nos cromotogramas acima representados a 320 nm, a utilizacdo de 100%
acetona nédo potencia a extracao de acidos clorogénicos (picos identificados como 1,3 e 4). Verifica-se um
aumento na extracdo destes componentes com um aumento da incorporacdo de agua nas misturas de
solvente.

Os picos identificados como 1 e 4 no comprimento de onda de 320 nm, correspondem aos isémeros
do acido clorogénico (pico 3, 5-ACG), 3-ACG e 4-ACG, respetivamente. Estes dois compostos foram
identificados com base na sua ordem de eluicdo em cromatogramas e espectros de absor¢céo descritos na
literatura [154]. Por outro lado, os picos 6, 7 e 8 detectados a 320 nm, de acordo com Rodrigues e
colaboradores (2013), correspondem a um conjunto de compostos identificados como acidos
feruoilquinicos, coumaroilquinicos e cafeoil-lactonas [154].

Relativamente as areas absolutas dos compostos representados nas figuras acima, observa-se
também que os extratos com incorporagdo aquosa apresentam resultados consistentes entre si, havendo

uma distingéo clara quando comparados com o extrato produzido apenas com acetona.

A 280 nm, o pico mais evidenciado é o pico 2, que corresponde a cafeina. Este composto apresenta a
sua area absoluta mais elevada nos extratos de 100% &gua e hidroxido de célcio 0,01%, validando a 4gua
como um solvente muito adequado a sua extragdo. No entanto, para uma aplicagéo efetiva de extratos de
café ou residuos de café, sera importante estabelecer um balanco entre a extracao de cafeina e dos &cidos
clorogénicos, sendo de interesse que se extraiam quantidades comparaveis de acidos clorogénicos e

outos compostos acoplados a uma quantidade menor de cafeina (Figura 3.30 e Figura 3.31).
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Figura 3.30 — Valores médios e desvios-padréo para as concentragdes dos principais componentes dos extratos de
café selecionados para andlise em HPLC-DAD. Barras com a mesma cor classificadas com letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0,05).

83



Concentragdo (mg/g de extrato)

30

25

20

15

10

Capitulo 3 — Apresentacgédo e discussao de resultados

d
c,d
c
]: b,c,d
c d
ab ¢ b
: b = b
a C
= b a a C
b b b - -
d b d a,b b’C b b b a,b b
a,b a,n,
; b,c a :
’ b.ct & a b,Ca "
ab a,b J a ’
a
aaaa
100% Agua 60% Acetona 50% Acetona 10% Acetona 100% Acetona Hidroxido de calcio
0,01%
= Acido gélico Acido hidroxibenzéico 1 m Acido hidroxicinaAmico 1 ® Acido cafeico

= Acido hidroxicinamico 2 = Acido hidroxicinamico 3 m Acido hidroxicinamico 4 m Acido hidroxicinamico 5
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andlise em HPLC-DAD. Barras com a mesma cor classificadas com letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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De acordo com a figura 3.30, e como seria expectavel, o extrato produzido com agua apresenta a
concentracdo mais elevada de cafeina, sendo que para os restantes extratos, este composto apresenta
concentracdes sem diferencas significativas. O extrato com menos potencial em termos de teor de cafeina
e dos trés acidos clorogénicos em andlise foi 0 extrato produzido exclusivamente com acetona.

Observando as concentracdes obtidas para os trés principais acidos clorogénicos, verifica-se que as
concentracdes mais elevadas correspondem ao extrato de agua (15,05 mg/g, 11,58 mg/g e 37,78 mg/g
para os acidos 3-ACG, 4-ACG e 5-ACG, respetivamente) e ao extrato produzido com acetona 60% agua
(21,61 mg/g, 22,93 mg/g e 35,72 mg/g para os &cidos 3-ACG, 4-ACG e 5-ACG, respetivamente). Estes
resultados sdo consistentes com os resultados obtidos relativamente ao teor de compostos fendlicos totais,
obtidos no ponto 3.2.2.2, onde estes dois extratos exibiram concentragées muito significativas de fendlicos.

Estes resultados indicam que sera possivel produzir extratos com concentracdes interessantes de
acidos clorogénicos utilizando uma mistura de acetona e agua (60/40) ou também utilizando hidréxido de
calcio 0,01,%, sendo que este extrato de 4gua bésica obteve uma baixa concentracao de cafeina, mas
uma concentracdo de 5-ACG comparavel as obtidas com agua ou com acetona 60% (25,27 mg/g). No
entanto, relativamente ao extrato produzido com agua bésica € necessario especial atencdo dado que foi
relatado que as extracfes com agua basica podem potenciar reacdes quimicas podendo induzir a
formacao de compostos que ndo séo tipicos em extratos de café [107].

De acordo com a literatura, o acido clorogénico maioritario em extratos produzidos a partir de diferentes
matrizes da industria do café é o 5-ACG [157] [60][59][204][156], 0 que se encontra em concordancia com
os resultados obtidos no presente trabalho. Os resultados acerca de concentragdo de 4cidos clorogénicos
na literatura séo bastante dispersos, no sentido em que os valores sdo expressos em diferentes unidades,
mas maioritariamente encontram-se expressos em unidades correspondentes a concentracdo de ACGs
na bebida de café. Por outro lado, o interesse na determinacdo de valores de concentragdo para
componentes do café incide na variacdo dos diferentes compostos de acordo com a metodologia de
torrefacéo, espécie de café e técnica de producéo da bebida (expresso, café de filtro, mocha, capsula etc.)
[155].

Oliveira-Neto e co-autores (2016) relatam valores de concentracdo para 5-ACG entre 3,19 e 78,08 mg/g
de extrato, para extratos de café preparados por infusdo com agua quente, sendo que o grande intervalo
de determinacéo se deve maioritariamente as diferentes origens dos cafés estudados [60]. No presente
trabalho, os valores obtidos encontram-se dentro do intervalo sugerido anteriormente, embora
significativamente inferiores ao limite mais elevados.

Franca e colaboradores (2005) estudaram graos de café verde defeituosos e normais da espécie Coffea
e determinaram uma concentragcdo de 5-ACG de 3,18% [205]. Monteiro e Farah (2012) determinaram teor
de 5-ACG entre 3,59 e 3,91% para café arabica do Brasil [74]. Na presente dissertagao, o teor mais elevado

de acido clorogénico determinado foi de cerca de 3,7%, para o extrato produzido com agua.
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Relativamente aos outros compostos detetados nos extratos, observa-se a mesma tendéncia, sendo
gue o extrato de acetona 60% exibe, num geral, concentracdes mais elevadas desses compostos, e o0
extrato de acetona 100% possui as concentracdes mais baixas. O composto identificado como acido
hidroxibenzdico 1, exibe um comportamento interessante dado que apresenta concentraces elevadas
apenas para as misturas de solventes, e por outro lado apresenta concentracdes mais baixas e sem

diferencas significativas para os extratos produzidos com acetona, agua e agua basica.

3.5 Avaliacdo da digestdo gastrointestinal in vitro num extrato de café seleccionado

Para que os compostos bioativos possam exercer as suas atividades biolégicas em tecidos e células
ao longo do aparelho digestivo, devem resistir ao processo de digestédo gastrointestinal, ser absorvidos e
ndo serem biotransformados por enzimas, em metabolitos sem atividade biol6gica. Por outro lado, alguns
metabolitos sdo ativados pelo processo de digestdo gastrointestinal que promove a sua hidrélise
relativamente a componentes néo ativos ou que modulam a sua atividade.

Com o intuito de avaliar o processo de digestédo gastrointestinal simulada de um extrato representativo,
relativamente aos extratos produzidos neste trabalho, selecionou-se o extrato produzido por refluxo com
100% agua (fragéo 1), que apresentou um elevado teor de compostos fenodlicos. Este extrato foi submetido
a digestdo gastrica simulada e a digestédo gastrointestinal simulada, sendo que na figura 3.32 se observam
0s resultados obtidos para o extrato original, e para a fracdo soluvel ap6s a digestdo géstrica e

gastrointestinal simulada.

350 T b
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o 250 T ® Fendlicos totais (MgEAG/g de
g extrato)
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$ m Atividade antiradicalar (mg ET/g
© de extrato)
o 150 +
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50 + b a a
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0 i - | - | - |
100% Agua Extrato apds digestao Extrato apds digestao
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Figura 3.32 - Valores médios e desvios-padrao para o teor de compostos fendlicos totais (mg EAG/g de extrato) e
atividade anti-radicalar (mg ET/g extrato) obtidos no extrato original de 100% agua, extrato apés digestao gastrica
(pH 2) e extrato apds a digestéo gastrointestinal (pH 6).
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O extrato original apresenta um teor de compostos fenélicos na ordem de 327 mg EAG/g extrato e a
um valor de atividade anti-radicalar de 29 mg EAG/g extrato. Depois da digestédo gastrica verifica-se um
decréscimo dos dois pardmetros, no caso dos compostos fendlicos determinou-se uma diminuicdo
aproximada de 90%. Para o caso da atividade anti-radicalar a reducéo de compostos sequestradores de
radicais foi de 89% (3,02 mg ET/g extrato).

Na digestao gastrointestinal a diminuicdo de fendlicos totais foi de 91% em relacdo ao extrato original
e a atividade anti-radicalar também apresentou um decréscimo em relacdo ao extrato original na ordem
dos 91%. Com isto verifica-se que a fragao biodisponivel de fendlicos totais no intestino corresponde a 1%
do teor inicial ingerido.

O extrato aquoso de café sujeito a digestao gastrointestinal simulada foi também analisado por HPLC-
DAD). A concentracdo dos compostos identificados e quantificados em dois comprimentos de onda, 280 e
320 nm, tal como descrito no ponto 2.6 e realizado no ponto 3.4. Nas figura 3.33 e 3.34 encontram-se

representados os cromatogramas dos digeridos (280 e 320 nm) e as concentragbes determinadas,
respetivamente.
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Figura 3.33 - Cromatogramas obtidos por injegdo em HPLC-DAD do extrato produzido com 100% agua apos
digestéo gastrica e digestao gastrointestinal simuladas.. A - 280 nm, digestéo gastrica; B — 320 nm, digestéo
gastrica; C- 280 nm, digestdo gastrointestinal; D - 320 nm, digestédo gastrointestinal.
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Figura 3.34 - Evolugéo dos principais componentes do extrato de café (extrato produzido por refluxo, fragdo 1, 100%
agua), identificados a 280 e 320 nm, por HPLC-DAD, no extrato bruto, digestdo gastrica simulada (pH 2) e digestdo
gastrointestinal simulada (pH 6).

Em geral, observou-se uma redugdo na concentragdo dos compostos analisados por HPLC (a 280 e
320 nm) quando o extrato aquoso de café foi sucessivamente incubado a pH=2 e pH=6, sendo a diminui¢éo
mais acentuada observada na transi¢céo do extrato original a pH=2, enquanto na transicdo de pH=2 para
pH=6 se observaram decréscimos ligeiros para todos os compostos.

A digestéo gastrica provocou uma diminui¢cdo acentuada das concentra¢des dos compostos fendlicos
sobretudo na transicéo do extrato de café original para pH=2, o que foi especialmente visivel para a cafeina
> 5-ACG >3-ACG > 4-ACG.

A cafeina é absorvida pelo trato gastrointestinal de forma rapida e completa, apresentando uma
biodisponibilidade de 100%. O tempo em que se alcanca a concentragdo maxima no plasma é de 35 a 40
minutos, no entanto pode prologar-se com alguns fatores, nomeadamente a ingestéo de alimentos [206].
Neste trabalho a simulacdo gastrica foi realizada durante 2 h, uma das possiveis razdes da abrupta
diminuicdo na concentragdo de cafeina pode dever-se ao tempo prolongado de contato da cafeina num
meio acido, e pela presenca de outros compostos organicos e enzimaticos com os quais pode ter reagido.

O &cido 5-o-cafeoilquinico (5-ACG) no extrato original exibiu uma concentracao inicial de 37,78 mg/g
extrato, no entanto depois do tratamento a pH=2 verificou-se um decréscimo para 25 mg /g extrato, ou
seja, durante a digestdo gastrica ocorreu um decréscimo na concentracdo deste composto de cerca de
86%. No processo de digestéo gastrointestinal a pH=6, verificou-se uma diminuicdo de 96% em relacdo
ao extrato inicial. Siracusa e colaboradores (2011) reportam uma perda de cerca de 58,10% de padrdo de
acido clorogénico (5-ACG) na digestao gastrica e cerca de 95,70% na digestdo gastrointestinal [207].
Comparativamente ao determinado neste trabalho, as perdas de 5-ACG no passo da digestédo gastrica
foram mais elevadas.

Budryn e co-autores (2009) indicam que um pré-requisito para a absorcédo de acidos clorogénicos no
trato gastrointestinal € a sua hidrélise para os acidos quinico e cafeico no intestino delgado, onde

aproximadamente um terco do acido clorogénico consumido é absorvido [136].
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Segundo Stalmach e colaboradores (2014), a dose de polifenol ingerida tem um impacto importante na
biodisponibilidade. Ou seja, doses mais elevadas podem apresentar efeitos diferentes das doses mais
baixas de polifendis ingeridos. Especificamente, os autores demonstraram que o acido clorogénico do café
reduziu a sua biodisponibilidade em humanos, quando ingerido em doses mais elevadas [208].

Nutrientes como proteinas, carboidratos e lipidos, que envolvem moléculas polifenélicas dentro do trato
gastrointestinal, ttm um grande impacto na bioacessibilidade e biodisponibilidade de polifenéis [209].
Essas interag6es com nutrientes conferir aos polifenéis um papel muito diferente. Eles podem proteger os
polifendis da oxidacdo durante a passagem pelo trato gastrointestinal fazendo-os chegar ao c6lon mais
intactos [210]. Isto representa uma limitagdo no ensaio in vitro realizado neste trabalho, dado que este tipo
de ensaios ndo permite a ocorréncia de efeitos sinérgicos entre os compostos fendlicos e outros nutrientes
existentes em matrizes que sdo ingeridas. Assim, verifica-se neste trabalho, uma reducdo do acido
clorogénico e dos seus isbmeros depois da digestdo gastrica demonstrando a sua baixa concentracéo e
limitando a sua biodisponibilidade.

Farah e colaboradores (2008) realizaram um dos primeiros estudos relativos a biodisponibilidade de
acidos clorogénicos enquanto familia de compostos presentes em extratos de café verde. De acordo com
os resultados deste estudo, a biodisponibilidade dos acidos clorogénicos variou entre 7,8 to 72,1% entre
os participantes do estudo. Os autores afirmam, no entanto, que este estudo é contraditério relativamente
a outros trabalhos que afirma que os &cidos clorogénicos, em particular o 5-ACG apresentam absor¢des

muito baixas em estudos com humanos e ratos [211].

Na figura 3.35 observam-se os outros compostos identificados por HPLC a 280 e 320 nm, presentes

no extrato original , e nos digeridos.
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Figura 3.35 - Evolugédo dos compostos identificados a 280 e 320 nm (por HPLC-DAD) no extrato bruto, digestédo
gastrica simulada (pH 2) e digestao gastrointestinal simulada (pH 6).
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O acido galico no extrato original encontrava-se num teor de 5,9 mg EAG/g extrato, apos digestao
gastrica (pH=2) apresenta um decréscimo de 70% (1,8 mg EAG/g extrato) e depois do tratamento a pH=6
a reducao final em relacdo ao composto original foi do 75%. Assim a fracao biodisponivel de acido galico
para o sistema, segundo o determinado neste estudo foi de 24,9% em relacdo ao extrato inicial.

No caso do acido cafeico, apds digestdo gastrica observa-se uma diminuicdo de 75% em relacéo ao
seu teor inicial. Na digestao gastrointestinal simulada o decréscimo total foi de 88%. Considerando isto, o
que fica biodisponivel no sistema intestinal € 12% do conteddo inicial de acido cafeico.

Os outros compostos determinados no sistema HPLC sdo acidos hidroxibenzéico 1 e varios acidos
hidroxicindmicos, identificados a 280 e 320 nm respetivamente. Embora n&o tenha sido possivel identificar
cada composto individualmente, foi possivel identificar a sua familia.

A reducdo na bioacessibilidade e portanto da biodisponibilidade dos compostos fendlicos simples
durante a digestdo gastrointestinal tem sido referida por diversos autores como consequéncia da sua
reatividade elevada, resultante do maior niimero de grupos OH livres e do tamanho molecular mais baixo
(que facilita a sua mobilidade), quando comparados com polifenéis e compostos fenélicos complexados.

O 4cido hidroxibenzoico 1 e o &cido hidroxicindmico 6, ndo apresentaram reducdes consideraveis apos
digestao gastrointestinal simulada, demostrando assim um comportamento estavel em condicfes de pH=2

e pH=6, e justificando um futuro estudo mais detalhado da sua estrutura.

Regra geral, os estudos de bioacessibilidade séo de dificil comparacao devido a diversas variaveis que
podem influenciar a digestdo gastrointestinal, tais como a amostra selecionada para a quantificacdo, as
unidades utilizadas para reportar os resultados ou o tempo de contacto utilizado nas diferentes fases da
digestdo. Outro pardmetro importante a ter em conta em processos de digestdo in vitro sera a expressao
dos resultados em termos de concentracé@o nas fragdes digeridas, que poderao vir a ser comprometidos

por fatores de diluicdo utilizados ao longo da metodologia aplicada.
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Capitulo 4 — Conclusdes e perspectivas futuras

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo e o seu sistema produtivo da origem a
guantidades significativas de diferentes residuos, como por exemplo os lotes de café sem qualidade para
comercializacao.

O objetivo deste trabalho consistiu na caracterizacao de propriedades quimicas e funcionais de extratos
de café, produzidos a partir de um lote de café rejeitado por questdes de cor e aroma, de modo a valorizar
um dos subprodutos desta industria, com o fim de sugerir solugdes sustentaveis em termos de processo

de extracdo, solventes a utilizar e aplicabilidade dos extratos.

Os resultados obtidos para os rendimentos de extracdo demostraram que, para a extracdo por
maceracéo, a acetona 60% apresentou o melhor rendimento e na extragdo por refluxo, a utilizagédo de
agua ou agua basica favoreceram o rendimento de extracdo. Das 5 fragOes avaliadas na extragdo por
refluxo, para cada solvente, em geral observa-se que a fracdes 1 resultaram num maior rendimento de
extracdo comparativamente as restantes fracdes e isto verifica-se principalmente & medida que a
percentagem de dgua aumenta. Assim sendo conclui-se que em extracdes sélido-liquido com aplicacéo
de temperatura, se conseguem-se rendimentos superiores que os obtidos no processo por maceracao

(extracéo a frio).

Relativamente ao teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante medidos nos diversos extratos
produzidos, para a técnica de maceragéo todos os extratos de café apresentaram atividade antioxidante,
sendo que o extrato de acetona 60% foi aquele que apresentou um maior teor de compostos fenélicos. No
entanto a acetona 80% demonstrou uma maior atividade antioxidante relativamente aos restantes extratos
estudados (mg/g extrato), o que sugere que o0 extrato com compostos fendlicos superiores pode néo ser o
extrato com mais atividade anti-radicalar. Tal ficou comprovado através da correlagédo infima positiva
(r=0,06) que existe entre o teor de fendlicos totais e a atividade anti-radicalar para a extragdo por
maceracéo. Por outro lado, nos extratos obtidos por refluxo, a acetona 10% apresentou o maior teor de
compostos fendlicos, embora o extrato de &gua 100% tenha apresentado uma maior atividade
anti-radicalar. No caso da extragdo por refluxo, a correlagéo entre teor de compostos fendlicos e atividade
anti-radicalar apresentou-se como fortemente positiva (r=0,8).

Para os dois sistemas de extracdo, a acetona 100% resultou no menor teor de fendlicos totais, devendo-
se possivelmente as caracteristicas polares dos compostos fendlicos que dificultaram a extragéo eficiente
com apenas acetona. A combinacao solvente:agua permitiu a maior extragdo de compostos fendlicos tanto
para o processo a frio como a quente, no entanto a extracdo por refluxo resultou com maior rendimento de

compostos antioxidantes.
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Este trabalho representa inovacdo no sentido em que foram testadas diversas combinacdes de
acetona:agua, acetona, agua e hidréxido de célcio 0,01% como solventes, ndo tendo sido encontradas na
literatura variacfes tdo extensas nas diferentes proporcdes de solvente de extracdo, em matrizes de café.
Por outro lado, a acetona néo é um solvente muito explorado na extracdo de compostos bioativos a partir
de café ou residuos de café, e como foi documentado neste trabalho, a utilizacdo de acetona apresenta
vantagens significativas, ndo s6 ao nivel das suas propriedades fisico-quimicas enquanto solvente, mas
também em termos de utilizagdo em escalas maiores relativamente a potencial poupanca energética

associada a sua utilizagao.

A atividade antimicrobiana estéa associada a composicao antioxidante dos compostos, no entanto a os
extratos produzidos ndo apresentaram atividade antimicrobiana para as estirpes de bactérias analisadas,
para concentracfes de extrato de 50 e 100 mg/mL. Neste contexto seria interessante experimentar
técnicas mais sensiveis de modo a avaliar a capacidade antimicrobiana destes dos extratos de café

produzidos nas condi¢bes discutidas neste trabalho.

Outra das vertentes deste trabalho foi a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos
extratos produzidos, para solventes selecionados, por HPLC-DAD. Estes ensaios permitiram verificar que
a cafeina € o composto maioritario presente nestes extratos, seguida do &cido 5-ACG, 3-ACG e
4-ACG, como expectavel. Uma observacéao interessante foi a de que o extrato produzido com 60% acetona
apresentou teores de acidos clorogénicos comparaveis aos obtidos no extrato produzido com agua, com

a vantagem de possuir uma menor quantidade de cafeina do que o extrato aquoso.

A fracdo 1 do extrato produzido por refluxo com &gua, foi ainda submetida a digestdo gastrica e
gastrointestinal in vitro, sendo os digeridos e o extrato original avaliados para a sua atividade anti-radicalar
e teor de compostos fendlicos totais, bem como a sua verificagcdo por HPLC-DAD. Os resultados
demostraram que depois da simulacao gastrica, a maioria dos compostos séo instaveis ao pH do estbmago
ficando um reduzido teor de compostos fendlicos biodisponiveis apés esta etapa. Estes resultados
sugerem a necessidade de encontrar formulagfes que permitam estabilizar estes compostos durante a
fase gastrica.

Os resultados obtidos com esta parte do trabalho ddo um contributo o conhecimento cientifico acerca
das propriedades quimicas e funcionais de extratos de café rejeitado, no entanto sdo apenas uma pequena
parte daquilo que é necessério estudar para se poder efetuar uma extrapolacdo dos resultados in vitro
para a situacao in vivo. Futuros estudos poderiam ser feitos para estudar de forma mais aprofundada a
otimizacdo do processo de extracdo, bem como o isoladamente e purificagdo de compostos bioativos de
interesse. Além disso, seria também interessante avaliar de forma mais detalhada os processos de
digestdo gastrointestinal de forma a elucidar o comportamento e estabilidade destes extratos no trato
gastrointestinal, para elucidas acerca das suas potencialidades em termos de sua aplicagdo na inddstria

alimentar. Outro ponto a estudar futuramente seria a avaliacdo da utilizacdo de extratos através de
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diferentes formulagfes mais aceitaveis para o mercado alimentar, cosmético ou farmacéutico, como por

exemplo a incorporagdo dos compostos bioativos de café em biofilmes, ou a sua microencapsulagéo.

Este trabalho representa um passo nas potencialidades de valorizacdo de uma matéria-prima que
atualmente apenas possui valorizacéo energética. A producéo de extratos com propriedades nutracéuticas
a partir de café rejeitado apresenta potencial para se inserir no conceito de economia circular, dado que
0s compostos bioativos extraidos podem apresentar um elevado valor acrescentado, e o café apods
extracdo podera entdo ser utilizado para fins energéticos, dando origem a um ciclo de producdo de

residuos zero.
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