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RESUMO

NEVES, J. V. G. Cascas residuais de café organico: composicdo quimica, potencial
antioxidante, fatores antinutricionais e aplicacdo tecnologica. Itapetinga, BA: UESB, 2016.
82p. Dissertacdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de Concentracio em
Ciéncia de Alimentos).*

O café é uma planta de grande importancia econdmica para o Brasil, que atualmente é o maior
produtor de gréos de café beneficiado do mundo. O beneficiamento do fruto gera uma grande
quantidade de residuos, principalmente a casca de café. A bebida café é consumida em todo
mundo, pelo seu sabor e aroma, mas, além disso, atualmente seu consumo moderado vem
sendo recomendado em virtude de efeitos fisioldgicos benéficos a salde, como a acao
antioxidante e psicoestimulante, que estdo associadas aos fitoconstiuintes presentes nos graos
e que também estdo disponiveis nas suas cascas residuais. Neste contexto, objetivou-se com
presente estudo avaliar a composicao quimica, potencial antioxidante, fatores antinutricionais
e aplicacdo tecnoldgica para cascas residuais de café arabica organico. Os resultados do
estudo evidenciaram que a extracdo aquosa é eficaz na obtencédo de fitoconstituintes como os
fenélicos totais, que variaram de 396,8 mg EAG.100 g & 454,5 mg EAG.100 g7, e a
decoccdo foi o método de extracdo mais eficiente. Nas cascas foi observado auséncia de
hemaglutinas e baixo teor de oxalato (3,31 mg de &cido oxalico.100 g™). A atividade
antioxidante do extrato aquoso das cascas frente ao radical DPPH, apresentou o melhor ECs
igual a 2,7 mg.mL™?, e na co-oxidacio B-caroteno/acido linoleico os extratos obtiveram
percentuais de inibicdo acima de 50%. Quanto a analise sensorial da bebida antioxidante
desenvolvida, os resultados indicaram que os provadores ndo treinados gostaram ligeiramente
do novo produto, demonstrando assim que 0 uso das cascas € viavel para recuperacdo de
fitoconstituintes de interesse da industria de alimentos, farmacéutica e cosmética.

PALAVRAS CHAVE: Fitoquimicos bioativos. Subprodutos. Cafeicultura.

* Orientador: Marcondes Viana da Silva, Dr. UESB e Co-orientador: Daniel de Melo Silva, Dr. UESB.



Xi

ABSTRACT

NEVES, J.V.G. Residual husks of organic coffee: chemical composition, antioxidant
activity, anti-nutritional factors and technological application. Itapetinga, BA: UESB,
2016. 82p. Dissertation. (Master of Engineering and Food Science, Major Field in Food
Science). *

Coffee is a plant of great economic importance to Brazil, which is currently the largest
producer of benefited coffee beans in the world. The processing of the fruit generates a lot of
waste, especially the coffee bark. The drink coffee is consumed worldwide, for its flavor and
aroma, but, besides, its moderate consumption has been recommended because of beneficial
physiological effects on health, such as antioxidant and psychostimulant actions, that are
associated to the phytochemicals present in grains and which are also available in their
residual bark. In this context, the aim of this study was to evaluate the chemical composition,
antioxidant activity, anti-nutritional factors and technological application to residual peel
organic Arabica coffee. The study results showed that the aqueous extraction is effective in
getting phytochemicals such as total phenolics, which ranged from 396.8 mg EAG.100 g* to
454.5 mg EAG.100 g, and the decoction is the most suitable extraction method. The absence
of hemaglutinin and low oxalate rates (3,31mg of oxalic acid / 100g) were observed in the
barks. The antioxidant activity of aqueous extract of the bark in comparison to the DPPH
radical showed the best ECsp, equal to 2.7, and the co-oxidation B-carotene/linoleic acid of the
extracts obtained inhibition percentage above 50%. In which referres to the sensory analysis
of the antioxidant drink developed, the results indicated that the untrained tasters slightly
liked the new product, thereby demonstrating that the use of the barks is viable for the
recovery of phytochemicals of interest for the food, pharmaceutical and cosmetics industries.

KEY WORDS: Bioactive phytochemicals. Byproducts. Coffee.

* Advisor: Marcondes Viana da Silva, Dr. UESB e Co-advisor: Daniel de Melo Silva, Dr. UESB



1 INTRODUCAO

O café é uma bebida obtida a partir dos gréos torrados do fruto do cafeeiro e
amplamente consumida em todo mundo (SALINARDI et al., 2010), e € um produto de grande
importancia econdmica para o Brasil, segundo dados da Organizagdo Internacional do Cafe
(ICO, 2014), o pais é o maior exportador do produto, ocupando a primeira colocagdo desde
2011, sendo seguido por Indonésia, Etidpia e México.

A producéo brasileira de café se concentra nos territorios de Minas Gerais, Espirito
Santo e Sdo Paulo. A Bahia oscila entre a quarta e a quinta posi¢do de maior estado produtor
de café do Brasil. A producdo baiana em 2012 alcangou um volume de 2.164,7 mil sacas
(CONAB, 2012), sendo responsavel por 5% de toda producdo nacional de cafe.

A Bahia era dividida em trés principais regides produtoras de café, o Cerrado, 0
Planalto e o Atlantico, sendo que as duas primeiras regifes sempre foram especializadas na
producdo do café arabica, porém, a partir de 2011, surgiram na Bahia outras regides com
producdes significativas de café, como na regido da Chapada Diamantina, Planalto da
Conquista, regido de Itirugu/Vale do Jiquirica/Brejbes, cafés naturais finos do Oeste Baiano e
o conilon das regides costeiras do Baixo Sul e Extremo Sul. Por conta da sua dimensdo
geogréfica e as diferentes condicBes edafocliméticas, a Bahia dispde de uma boa amostra de
todo o mundo cafeeiro e, portanto, é hoje reconhecida como uma regido produtora de bons
cafés, desde cafés comerciais até cafés especiais ‘super premium’ (BAHIA, 2011).

De toda essa grande producdo do café do Brasil, uma parte significativa corresponde
ao café organico, que é cultivado sem o uso de agrotoxicos, fertilizantes quimicos ou
pesticidas sintéticos. O mercado dos produtos organicos é predominantemente constituido por
consumidores conscientes com as questdes ligadas a salde e de carater ambiental e social. E
um mercado em ascensao, ja que estas questdes tém sido alvo de interesse da populacéo,
principalmente na associagdo da alimentagdo com a saude e bem estar.

O café organico é cultivado sob as condig¢des originais de crescimento da planta, que
sdo recriadas em sistemas agroflorestais, com etapas de cultivo que envolvem o preparo do
solo e de mudas, arborizacdo da &area, manejo de adubo verde, controle de plantas
espontaneas, controle alternativo de pragas e irrigagdo (EMBRAPA, 2006).

Junto com o processamento das toneladas de gréos de café, que sdo o produto de
interesse econdmico da industria cafeeicultora, sdo produzidas toneladas de residuos, que
podem significar uma fonte grave de contaminagdo ambiental (MARTINEZ, 1999; SILVA,

2008), se forem descartados de maneira inadequada e sem nenhum gerenciamento, além de



serem possiveis interferentes da qualidade do produto final, j& que o acréscimo desse residuo
ao café torrado e moido pode interferir no sabor e aroma da bebida. Em contrapartida esses
residuos da agroindustria cafeeira podem ter um destino final bem mais promissor, visto que
0S mesmos apresentam potencial para serem empregados como substrato na obtencdo de
biomoléculas, agregando-se valor a este residuo (SOCCOL et al., 1999).

A bebida café, além do aroma e sabor, tem sido utilizada para fins terapéuticos, em
virtude da presenca de constintuintes bioativos, como a cafeina e compostos fenolicos. As
cascas contém quantidades apreciaveis de compostos bioativos, principalmente o acido
clorogénico, que ja tem reconhecida atividade antioxidante descrita (NAIDU; MURTHY,
2010). A recuperacdo de compostos de alto valor agregado a partir dos residuos
agroindustriais pode ser considerada como uma atividade econdémica atraente, e as cascas de
café podem ser fonte de extracdo desses compostos bioativos, ja que assim como 0s graos,
contém substancias com propriedades fisiologicas, que podem ser utilizadas no
desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracéuticos, produtos estes que além da
nutricdo, promovem efeitos benéficos a salide, como a prevencdo de doencas (ESPON et al.,
2007).

Assim, novos estudos sobre o uso dos residuos provenientes do beneficiamento dos
grdos de café tém sido realizados, a exemplo da aplicacdo como aditivos alimentares e
suplementos de alto valor nutritivo (NAIDU; MURTHY, 2010); producdo de aromas atraves
da fermentacdo no estado sélido (BRAND et al., 2001); cultivo de cogumelos do género
Pleurottus (SILVA et al., 2012); producéo de exoglucanase por Rhizopus stolonifer (NAVYA
et al., 2012); bioetanol (SAHU, 2014); producdo de carvao ativado (GONCALVES et al.,
2013); efeito alelopatico na producdo de vegetais (SILVA et al., 2013); na alimentacdo animal
(SOUZA et al., 2006); como adubos organicos (SHEMEKITE et al., 2014).

Alguns estudos ja propuseram a investigacdo de compostos antioxidantes dos residuos
da cadeia produtiva do café, porém em sua maioria, as metodologias empregadas utilizavam
extratos obtidos por meio de solventes organicos, sendo poucos os trabalhos que avaliaram a
presenca de compostos fendlicos e atividade antioxidante por meio da extragcdo aquosa.

A extracdo aquosa é a técnica mais utilizada na produgdo da bebida café, e esta é
apontada como um alimento funcional, em virtude da presenca de bioconstuintes funcionais
que propiciam efeitos benéficos no organismo humano, e séo obtidos utilizando a &gua como
solvente extrator. Além disso, a extracdo em meio aquoso € uma forma menos poluentes, ja
gue no manejo de solventes organicos, o descarte destes sem gerenciamento adequado pode se

tornar um risco de contaminagéo ambiental.



O estudo propbe o aproveitamento das cascas residuais de café ardbica orgéanico,
vislumbrando contribuir para o fornecimento de subsidios para utilizacdo desta matéria prima
como fonte de antioxidantes naturais e suas possiveis aplicacbes nos diversos ramos da

industria de alimentos, farmacéutica e cosmética.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composi¢do quimica, potencial antioxidante, fatores antinutricionais, e
aplicacdo tecnoldgica para cascas residuais de café ardbica organico produzido na Chapada

Diamantina.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a eficiéncia da extracdo aquosa de fitoquimicos hidrossoltveis por diferentes
técnicas de extracdo como infusdo, decoccdo sem agitacao, decocgdo com agitacao, circulagdo

continua de agua, extracdo assistida por ultrassom;

Determinar a composic¢do centesimal, compostos fenodlicos totais, flavonoides totais,

taninos condensados e fatores antinutricionais;

Analisar o potencial antioxidante utilizando ensaios in vitro como o método do DPPH,

co-oxidacdo do acido linoleico/betacaroteno e poder redutor;

Formular uma bebida a partir das cascas residuais do beneficiamento do café arabica

organico, bem como realizar analise sensorial e aceitacdo do novo produto.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Café

O cafeeiro pertence ao Reino Plantae, a Familia Rubiaceae e ao Género Coffea. O
género Coffea, tem em média, 103 espécies descritas, dentre as diversas espécies de café
existentes (BRIDSON; VERDCOURT, 1988), as principais do ponto de vista agroecondmico,
sdo a Coffea arabica (café arabica) e a Coffea canephora (café robusta). O fruto do cafe,
representado na Figura 1, é composto por dois cotilédones no seu interior, que se encontra
com suas faces planas frente um para o outro, e cada um dos grdos é coberto com um
tegumento, denominado pele prata. A segunda pele de aspecto amarelado é o pergaminho que

recobre cada grao separadamente.

Figura 1- Fruto do café com desenho esquematico de suas estruturas

_ Pergaminho

" Pele Prata
_Polpa

~_Casca

_Grio de Café

~__—Haste

Fonte: Vincent (1987), adaptada.

Esses graos de café com suas peliculas ficam incorporados numa pasta mucilaginosa, a
polpa, que por sua vez, é coberto por uma pele externa, a casca. O grdo de café constitui 50-
55% da massa do fruto maduro do café (VINCENT, 1987).

A cafeicultura € uma cultura perene, e tem sua produtividade influenciada pelas
condigdes do clima, pelo ciclo produtivo e pelos tratos dispensados aos cafezais. A produgéo
de café movimenta mais US$ 90,000 milhdes por ano, e vem em crescente ascensdo em mais
de 80 paises (RAMALHO et al., 2013). O café robusta é principalmente produzido em paises
como Vietnd e Indonésia, ja o café arabica € mais produzido no Brasil, Coldmbia, México,
Etiopia, e Guatemala (PETRACCO, 2005). Atualmente o café & um dos maiores produtos



agricolas negociados do mundo, sendo a base econdmica de vérios paises tropicais em
desenvolvimento (RAMALHO et al., 2013).

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) realiza levantamentos de campo
da safra da cultura do café, que trazem a estimativa acerca da producdo anual. Ao longo do
ano sao realizados quatro levantamentos, sendo que o primeiro € realizado em dezembro no
periodo pos-florada; o segundo levantamento em abril no periodo pré-colheita; o terceiro
levantamento em agosto, no periodo pleno da colheita; e o quarto e Gltimo levantamento em
dezembro no periodo pos-colheita (CONAB, 2014).

Segundo a primeira estimativa para a safra de café, a Conab projetava uma colheita em
2015 de 44,11 milhdes a 46,61 milhdes de sacas de 60 quilos do produto beneficiado,
mantendo a média produzida em 2014, que foi de 45,35 milhGes de sacas. A area plantada
com a cultura de café (espécies ardbica e conilon) no pais totaliza 2.251.968,2 hectares, e
estima-se que a producdo de café arabica represente 71,2% da producéo total de café do Brasil
(CONAB, 2014). O café arabica ¢ o mais produzido e mais consumido, pois origina uma
bebida de sabor suave e aromatico.

No Brasil, o consumo de café se destaca entre as demais bebidas, segundo a
Associacdo Brasileira da Industria de Café — ABIC. O mercado brasileiro representa 14% da
demanda mundial, com um consumo de 4,27 kg de café torrado por habitante/ano,
aproximadamente 70 litros para cada brasileiro (ABIC, 2010). Ainda segundo dados da
ABIC, numa pesquisa de consumo de café realizada no Brasil, ndo foram verificadas
mudancas significativas no perfil dos consumidores em termos de idade e sexo, no entanto, a
classe C vem aparecendo como uma consumidora mais expressiva. O café
moido/coado/filtrado permanece como a forma mais consumida em casa, e 0s chamados cafés
especiais (descafeinado, gourmet, organico, de origem certificada) tem aumentado o consumo
fora de casa.

O consumo do café tem sido atribuido principalmente ao seu sabor e aroma peculiares,
mas, além disso, o consumo deste produto vem crescendo em virtude do mesmo estar sendo
associado a acdes fisiologicas, como o efeito estimulante e antioxidante, por isso tem
aumentado o interesse em investigar e verificar o seu impacto sobre a saide humana (ILLY;
VIANI, 2005).



3.2 Composicao quimica do café

Estudos recentes tém mostrado que o consumo moderado de café e seus subprodutos
acarretam um impacto positivo para salde humana, ja que é uma rica fonte de antioxidantes
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; MURTHY; NAIDU, 2012), contestando assim algumas
informacdes que indicavam maleficios associados a este habito (CHU, 2012). O café é uma
mistura complexa de componentes quimicos, como alcoois diterpendides, alcaloides (cafeina),
e acidos fenolicos (&cido caféico e é&cido clorogénico) (GEORGE, RAMALAKSHMI,
MOHAN RAO, 2008). Em virtude desta composicdo quimica, o café tem sido considerado
uma fonte alimentar rica em antioxidantes, podendo assim ser considerado uma das principais
fontes de antioxidante da dieta em muitos paises (NATELLA, SCACCINI, 2012; TORRES,
FARAH, 2010).

O café verde tem em sua composicdo 10 a 13% (p.p™) de 4gua, enquanto o café
torrado pode conter até 5% (p.p™) (CLARKE, 1989). O teor de cafeina e de lipideos, que sdo
componentes importantes do café varia de acordo as espécies como pode ser observado na
Tabela 1.

Tabela 1- Composicéo quimica de grdos de café (ardbica e robusta) verdes

Arébica Verde Robusta Verde

Cafeina 0,9-1,2 1,6-2,4
Trigonelina 1,0-1,2 0,6-0,75
Minerais 3,0-4,2 4,0-4,5
Acidos Clorogénicos Totais 5,5-8,0 7,0-10,0
Acidos Alifaticos 1,5-2,0 1,5-2,0
Oligossacarideos 6,0-8,0 5,0-7,0
Polissacarideos 50,0-55,0 37,0-47,0
Proteinas 11,0-13,0 11,0-13,0
Aminoacidos 2,0 2,0
Lipidios 12,0-18,0 9,0-13,0

Fonte: Clarke e Macrae (1989).

O café robusta cru contém cerca de 1,6-2,4% cafeina, e o arabica tem de 0,9-1,2%. O
café arébica apresenta em meédia 15% de lipideos em sua constituicdo, enquanto o café

robusta tém apenas 10%. Os carboidratos constituem 50 a 60% do gréo de café.



A cafeina (Figura 2) é um alcaloide do grupo das xantinas, identificado como 1,3,7-
trimetilxantina, € o componente mais estudado do café, em virtude das suas propriedades
psicoestimulantes (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006). No processo de torrefacdo dos gréos de
café, ndo ha uma perda significativa no teor de cafeina (ILLY; VIANI, 2005). Este alcaloide
apresenta-se moderadamente solivel em agua, mas é também hidrofébico o suficiente para
ultrapassar as membranas bioldgicas, sendo assim completamente absorvido no trato
gastrointestinal  (RAMALAKSHMI; RAGHAVAN, 1999), por isso a bebida café é

popularmente considerada como uma bebida de efeito estimulante.

Figura 2- Estrutura quimica da cafeina
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Fonte: Wei e Tanokura (2014), adaptada.

Além da cafeina, o café verde contém também a trigonelina (Figura 3(A)), outro
alcaloide importante, e esta presente em torno de 1-1,2% no gréo verde de café arabica e em
torno de 0,6-0,75% no robusta (CLARKE; MACRAE, 1985). A quantidade de trigonelina no
café aradbica é superior a quantidade presente no café robusta, por isso pode ser usado como
um composto marcador para distinguir as espécies (WEI; FURIHATA; KODA; HU; KATO;
MIYAKAWA, 2012). Além disso, o contetdo de trigonelina pouco varia, quando sdo
comparados grdos de café em desenvolvimento com grdos de café amadurecidos
(CLIFFORD; KAZI, 1987).
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Figura 3- Estruturas quimicas de (A) trigonelina, (B) N-metilpiridinio, (C) acido nicotinico
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Fonte: Wei e Tanokura (2014), adaptada.

Na torrefacdo dos gréos € verificada a degradacdo térmica da trigonelina, que resulta
na formacdo de outros compostos, como 0s pirrdis e niacina, além do N-metilpiridinio e &cido
nicotinico (Figura 3(B) e (C)). A niacina é uma vitamina do complexo B, que pode ser
encontrada no café torrado em quantidades que variam de acordo com o grau de torrefagéo
dos gréos.

Os éacidos clorogénicos sdao uma familia de ésteres formados entre o acido cafeico e
certos acidos trans-cindmicos, mais comumente o cafeico, p-cumarico e acido ferdlico, que
sdo progressivamente degradados durante a torrefacdo, resultando em perdas de até 90% do
contetdo inicial ap6s o processo de torra dos grdaos (DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010).
Eles contribuem de forma significativa na formacao do sabor e aroma do café torrado.

Os acidos clorogénicos sdo os mais abundantes polifenois dos grdos de café verde, e
tem despertado o interesse de diversos pesquisadores devido a suas fungfes bioldgicas.
Estudos atribuem a estes polifendis uma significativa atividade antioxidante (NAIDU et al.,
2008), anti-inflamatoria e antipirética (DOS SANTOS et al., 2006), e propriedades
antineoplasicas (RAO et al., 1992).

3.3 Beneficiamento do café

O beneficiamento do café é uma operacdo pos-colheita em que ocorre o0
descascamento dos frutos do café, e envolvem diversas etapas até o armazenamento final do
produto de maior interesse econdmico, os graos de café beneficiados. A colheita do café pode
ser realizada por derrica manual no pano ou mecanizada, e os frutos colhidos devem ser

submetidos a um processo de limpeza, que tem por finalidade separa-los de impurezas. Essa



11

limpeza prévia pode se d& por meio do peneiramento manual (abanag&o), ventilagdo forcada
ou por maquinas de pré-limpeza, como separadores de ar e peneira. Apds essa pré-limpeza, 0s
frutos do café podem ser beneficiados por dois tipos de processamento, por via seca ou por
via Umida, como pode ser observado na Figura 4 (EMBRAPA, 2006).

O processamento seco € a técnica mais simples para o tratamento de grdos de café,
neste processamento, os graos de café sdo levados para a secagem ao sol ou para secadores
artificiais até cerca de 10-11% de umidade. Muito produtores fazem uso da secagem natural
como um processo de pré-secagem dos grdos e completam o processo em secadores

mecanicos.

Figura 4-Diagrama simplificado do processamento do café por via seca
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Fonte: EMBRAPA (2006), adaptada.

A secagem ao sol é o método mais comumente usado, pois ndo requer investimentos
em equipamentos, e ndo gera custos de energia, em contrapartida neste meétodo, se faz

necessario grandes areas para que seja realizado, além disso, € um processo que dispende
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tempo, ja que é lento e pode levar de 3 a 4 semanas para obter-se o0s gréos secos. Outro fator
importante no processo de secagem € que 0s grdos ao serem espalhados para secagem ao sol
devem ser distribuidos em uma camada fina para evitar a fermentacdo, necessitando de
“varri¢do frequente” para se alcangar uma secagem homogénea e evitar a proliferacdo de
mofo. Apds a secagem, o0s graos de café sdo separados removendo o material que os cobre em
uma maquina de descasque. Esse processamento, também pode ser realizado com o prévio
descascamento dos frutos do café, sendo que neste processo € mantida a mucilagem que
envolve o grdo, e apds o descascamento 0s grdos sdo entdo encaminhados para secagem
(EMBRAPA, 2006). Os residuos sélidos gerados neste processo sdo as cascas de café. Este
método de processamento € comumente empregado na maioria dos cafés arabica e robusta,
colhidos no Brasil.

O processamento por via Umida consiste na retirada da casca e/ou mucilagem da cereja
envolvendo o uso de &gua. Neste processamento, a pele exterior e a polpa sdo removidas
mecanicamente, e em seguida os grdos sdo lavados para remover a camada remanescente de
polpa, para enfim passar pelo processo de secagem. O processamento por via Umida é uma
pratica comum entre os produtores do Meéxico, da Colémbia e do Quénia, sendo pouco
utilizado no Brasil. Este tipo de processamento tem aplicagdo recomendada para areas onde 0
periodo pds-colheita ocorre sob condigdes de elevada umidade relativa do ar, j& que a retirada
da mucilagem, através da operacdo de despolpamento, reduz os riscos de desenvolvimento de

microrganismos responsaveis por fermentacdes indesejaveis (EMBRAPA, 2006).

3.4 Cascas de café

Considerando que a relacdo entre grdos e casca de café seja de 1:1 (BARTHOLO et
al., 1989), a producdo de café na Bahia, na safra 2014 foi de cerca de 2.376,7 mil sacas de
café beneficiado, 31,8% superior ao volume produzido na safra 2013, consequentemente um
namero proporcional de cascas foi produzido. O descascamento consiste na retirada da casca
do fruto maduro, que gera o café descascado.

No residuo do descascamento do café pode conter o epicarpo (casca), mesocarpo
(polpa ou mucilagem) e endocarpo (pergaminho). No processamento por via umida que é
gerado a polpa em virtude do despolpamento do café cereja, este residuo &€ composto por

epicarpo e parte do mesocarpo (MATIELLO, 1991).
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As cascas e a polpa do café sdo constituidas de matéria organica e nutrientes, além de
conter compostos como a cafeina e polifendis. A cafeina, um alcaloide estimulante do sistema
nervoso central, esta presente nas cascas de café em aproximadamente 1,3% de concentracdo
em materia seca (GOUVEA; TORRES; FRANCA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009) (Tabela
2). Na literatura cientifica existem estudos que propdem o uso das cascas de café em diversos
segmentos, como na pecuéria podendo ser empregada na alimentacdo animal, compostagem,

biocombustiveis, producdo de cogumelos, producdo de adsorventes entre outros.

Tabela 2- Composic¢do quimica das cascas de café
Casca de Café
Beneficiamento via seca
(9.100g™ de material seco)

Proteina 8,0-11,0
Lipidios 0,5-3,0
Minerais 3,0-7,0
Carboidratos 58,0-85,0
Cafeina ~1,0
Taninos ~5,0

Fonte: Clifford e Ramirez-Martinez (1991); Souza et al. (2006);
Gouvea et al. (2009)

Na alimentacdo de bovinos as cascas de café tem seu uso limitado em virtude sua
baixa digestibilidade e reduzido teor de proteinas, além disso, o seu teor de carboidrato como
0 amido é equivalente ao feno de baixa qualidade (ADAMS; DOUGAN, 1987). Por se tratar
de um residuo, de baixo custo, além da alimentacdo bovina, também foram propostos estudos
para suplementacdo alimentar de outros animais, como cavalos, suinos, peixes, ovelhas e
frango (FRANCA; OLIVEIRA, 2009). A presenca dos polifenois restringe o uso deste
residuo como complemento a alimentacdo animal. A suplementacdo dietética com cascas de
café na alimentacédo de vaca s6 pode ser considerada viavel na substituicdo variando de 30% a
40%; para 0s ovinos, as cascas de café podem ser utilizadas como um substituto do milho em
até 25% (FRANCA,; OLIVEIRA, 2009).

Uma boa alternativa para o reaproveitamento das cascas de café é na compostagem,
este residuo pode ser utilizado diretamente como cobertura do solo, sendo uma boa opgéo

para solos que apresentem caréncia em potassio, e seu uso € permitido em variados tipos de
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culturas, incluindo a propria cultura do café. As cascas de café sdo ricas em potassio e outros
nutrientes minerais, o que possibilita seu uso como um fertilizante orgéanico, ndo sendo
necessario nenhum tratamento na mesma, ou seja, pode ser utilizada direto no solo, além
disso, as cascas utilizadas como compostagem favorece o controle da erosédo e diminui as
flutuacGes de temperatura, ja que diminui a perda de agua do solo por evaporacdo (MATOS,
2008).

Por apresentar uma quantidade considerdvel de acucares fermentaveis, tem sido
considerado um substrato apropriado para o cultivo de fungos e leveduras (MURTHY;
NAIDU, 2010). Estudos evidenciaram o crescimento de Pleurotus ostreatus em cascas de
café enriquecidas com varias concentracGes de selenito de sodio (SILVA; NAOZUKA,; LUZ;
ASSUNCAO; OLIVEIRA; VANETTI et al., 2012). Ja foi verificada também a aplicacéo
dessas cascas de café na producdo de outros materiais, como na producdo de aglomerados em
substituicdo da madeira (até 50%), e a depender do tipo e quantidade de resina utilizada, esses
novos aglomerados feitos em laboratdrio atendia os requisitos das normas europeias no que
diz respeito ao uso geral em condi¢des secas e, em parte, em condi¢Ges Umidas (BEKALO E
REINHARDT, 2010).

A recuperacdo de compostos bioativos de alto valor agregado dos residuos da
agroindustria tem sido amplamente estudada, ja que permite um uso alternativo para 0s
mesmo, agregando valor, e permitindo que se torne uma nova fonte de renda. As cascas de
café frescas foram utilizadas como fonte de antocianinas para aplica¢cbes como corantes de
alimentos naturais e na sua quantificacdo indicou que estas podem ser consideradas uma fonte
abundante deste corante. (PRATA; OLIVEIRA, 2007). Outro composto bioativo que pode ser
recuperado das cascas de café é a cafeina, um alcaloide presente em quantidades expressivas
nas cascas, e de bastante interesse, em virtude da sua acdo biologica estimulante. No estudo
desenvolvido por Tello e colaboradores em 2011, foi avaliada a viabilidade de se obter a
cafeina das cascas de café através da técnica de extracdo supercritica CO,, e foi verificado no
estudo um maximo rendimento de extracdo de 84% e, apds a lavagem com agua, a cafeina

extraida apresentava pelo menos 94% pureza.

3.5 Producéo de alimentos organicos

Alimentos de origem vegetal ou animal que estdo livres de agrotéxicos ou qualquer

outro tipo de produtos quimicos, sdo produtos organicos, pois sdo produzidos em praticas



15

culturais que buscam estabelecer o equilibrio ecoldgico do sistema agricola (MAPA, 2007),
beneficiando assim, a esfera ambiental, social e econdmica.

Em 2006 o Brasil apresentava 4,93 milhdes de hectares de area destinada ao cultivo de
produtos organicos (IBGE, 2006), e segundo o relatério The World Organic Agriculture,
elaborado pelo Research Institute of Organic Agriculture e pela International Federation of
Organic Agriculture Movements (FIBL/IFOAM, 2010), o pais figura dentre os maiores
produtores de organicos do mundo.

Na agricultura organica nao sédo utilizados fertilizantes sintéticos sollveis, agrotoxicos
e transgénicos, ou seja, € vedado o uso de toda e qualquer substancia que possa representar
risco a salde humana e ao meio ambiente. A agricultura organica fundamenta-se no manejo
de forma consciente dos sistemas naturais para producdo de alimentos, permitindo
compreender a natureza dos agroecossistemas e desenvolvendo sistemas com dependéncia
minima de insumos energéticos externos (EMBRAPA, 2006), ou seja, producdo com a
conservacao de recursos naturais, respeitando a natureza.

O segmento de produtos organicos vem apresentando taxa de crescimento de cerca de
20% ao ano, e esse aumento é verificado tanto em paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento (UNCTAD, 2003). O mercado mundial de produtos organicos ascendeu de
US$ 10 bilhGes em 1997 para US$ 23-25 bilhdes em 2003 (YUSSEFI; WILLER, 2003). A
cafeicultura organica no Brasil tem mantido taxas de crescimento proximas a 100% ao ano
(CAIXETA; PEDINI, 2002) e em 2002 ja ocupava uma area de 13.000 ha com de 419
produtores empregando este tipo de cultura (ORMOND et al., 2002). Os pre¢os de produtos
organicos é um grande atrativo para os produtores, ja que um produto produzido em manejo
organico pode custar 25% a mais do que o mesmo produto produzido em manejo tradicional.

E notério que a sociedade contemporanea busca longevidade, qualidade de vida e
objetiva retardar os efeitos indesejaveis que vem com o tempo, como o envelhecimento, e é
através de uma alimentacdo saudavel e equilibrada, somada a outros fatores, como a pratica
de atividades fisicas, que se pode alcancar esse objetivo. A preocupacao com a qualidade dos
alimentos e o manejo produtivo destes, € um determinante de salde hoje em dia, tanto que o
mercado de produtos organicos é predominantemente constituido por consumidores que sdo
conscientes das questdes ligadas a saude e questbes de carater ambiental e social. Estes
consumidores consideram que a alimentacdo baseada em alimentos livres de agrotdxicos
colabora para manutencdo da salude e previne riscos e agravos a saude. Atualmente é
preconizado um consumo menor de sal, gorduras e agUcares, priorizando uma ingestdo maior

de frutas e legumes. Porém, essa alimentacdo pautada em produtos de origem natural, pode
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apresentar risco, em virtude do uso exacerbado de agrotdxicos e pesticidas na agricultura
tradicional, que tem por finalidade aumentar a producdo, mas expde a populacdo a substancias
toxicas, que podem trazer sérios danos a saide humana.

Mesmo com a agricultura organico estando em constante ascensdo no Brasil, o pais
ainda é um grande consumidor de agrotoxicos, em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados
Unidos e assumiu o posto de maior mercado mundial de agrotoxicos, e em 2012 enquanto nos
ultimos dez anos o mercado mundial de agrotdxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro
cresceu 190% (ANVISA; UFPR, 2012).

Segundo analise de amostras coletadas em todas as 26 Unidades Federadas do Brasil,
realizada pelo Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da
ANVISA (2011), um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros
estavam contaminados por agrotoxicos.

Algumas das substancias ativas dos agrotoxicos sdo classificadas como medianamente
ou pouco tdxicas, quando se consideram apenas os seus efeitos agudos, porém o que deve ser
sinbnimo de preocupacdo sdo os efeitos crénicos que podem ocorrer meses ou anos apos a
exposicdo a essas substancias, estando associados a causa de varias doencas como cancer,
malformacdo congénita, distdrbios enddcrinos, neuroldgicos e mentais. Por exemplo, 0s
agrotoxicos do grupo piretréide, que sdo usados na agricultura, em ambiente doméstico e em
campanhas de saude publica como inseticida, estdo associados a diversos efeitos graves a
salde. A cipermetrina (classe 1) é tdxica aos embriGes de ratos, incluindo a perda pés-
implantacdo dos fetos e malformacg6es viscerais (ASSAYED; KHALAF; SALEM, 2010).
Efeitos semelhantes — mortes neonatais e malformacdes congénitas — foram descritos em seres
humanos plantadores de algoddo (RUPA; REDDY; REDDI, 1991). Os organofosforados,
grupo de agrotoxicos inseticidas, causam numerosos efeitos a salde humana, como o
clorpirifés (classe I1), que interferiu com o sistema reprodutivo masculino de ratos tratados
por via oral, induzindo alteracdes histopatoldgicas de testiculos e levou a diminuicdo da
contagem de espermatozoides e da fertilidade animal (JOSHI; MATHUR; GULATI, 2007).

3.6 Metabdlitos secundarios

Diversos fatores podem influenciar na producdo dos compostos quimicos vegetais de
uma planta, como tipo de solo e a fertilidade do mesmo, disponibilidade hidrica, temperatura,
radiacdo solar, dentre outros. O organismo vegetal possui mecanismos que visam 0

aproveitamento de todos os nutrientes para atender as exigéncias fundamentais das células. O
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metabolismo é o conjunto das transformacgdes das moléculas organicas, catalisadas por
enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas
moléculas e garantindo a continuidade do estado organizado (MARZZOCO; TORRES, 2015).

O resultado do metabolismo vegetal da origem aos metabolitos primarios e 0s
metabolitos secundarios. O metabolismo primario € responsavel pela sintese de celulose,
lignina, proteinas, lipideos, acucares e outras substancias importantes para a realizacdo das
funcdes vitais (CHAMPE et al., 2008) na divisdo, crescimento celular, respiracdo, estocagem,
reproducdo, e armazenamento de energia.

Os metabdlitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais, aparentemente
ndo tem uma relacdo direta com crescimento e desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER,
2006), por isso ja foram considerados como produtos de excre¢do do vegetal no passado, ja
gue nem sempre estdo envolvidos com fungbes vitais do vegetal ou mesmo encontram-se
presentes em todas as partes da planta. No entanto, hoje se atribui a estes produtos
secundarios importantes funcdes ecoldgicas nos vegetais, como a funcdo de protecdo das
mesmas contra herbivoros e patdgenos, como atrativos (aroma, cor, sabor) para polinizadores,
e podem atuar como agentes de competicdo entre plantas e de simbiose entre plantas e
microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Os produtos secundarios tém um papel importante
na adaptacdo das plantas aos estimulos e condi¢des do seu ambiente, contribuindo para que as
mesmas possam ter uma boa interacdo com os diferentes ecossistemas (AERTS et al., 1991)
(HARBORNE, 1988).

No decorrer da histéria da humanidade, a natureza sempre figurou como a primeira
fonte de medicamentos para tratamento de diversas enfermidades, principalmente através do
uso de plantas, que até os tempos atuais sdo uma importante fonte de matéria-prima na busca
de novas drogas. Com a evolucdo da ciéncia, as plantas passaram a ser mais profundamente
estudadas em virtude da diversidade molecular dos produtos naturais, que sdo superiores
aquela derivada dos processos de sintese quimica (RISSATO et al., 2004). Mesmo com 0
grande interesse por estudos dos vegetais, somente 15 a 17 % das plantas existentes no mundo
tém sido pesquisadas do ponto de vista medicinal (SOEJARTO, 1996).

A partir da investigacdo dos recursos quimicos das mesmas, foram sendo revelados
que os produtos naturais presentes nas plantas que atuam na defesa do vegetal, poderiam
apresentar propriedades fisioldgicas na terapéutica humana, por exemplo, produtos
secundarios que estdo relacionados com a defesa das plantas através de agéo citotdxica contra
0s patdgenos microbianos, poderiam ser empregados no desenvolvimento de medicamentos

antimicrobianos para humanos, se ndo sdo excessivamente toxicos, e assim nessa busca,
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atualmente existe um vasto nimero de medicamentos de grande importancia na terapéutica
atual.

Metabdlitos secundérios nas plantas podem ser divididos quimicamente em trés grupos
distintos como pode ser observado na Figura 5: terpenos, compostos fendlicos e componentes
contendo nitrogénio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000; SHAHIDI; NACZK, 2003;
SHAHIDI; HO, 2005; TAIZ; ZEIGER,2006).

Figura 5- Classificacdo dos fitoquimicos bioativos

[ Fitoquimicos ]

[ Fenolicos ][A.lcaloides ] [ Compostos Nitrogenados ] [ Organossulfurados ]

Lf&cidos I [ Flavonoides ] [ Estibenos ] [ Cumarinas ] [ Taninos ]
Fendlicos

Isotiocianatos
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Sulfurados Alilicos
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Benzoicos Cinéinicos | g:;:c;_’::: Catequina Pelargonidina
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Protocatécnico Cafeico VlkEiie
Vanilico Feriilico
Siringico Sinapico Apigenina Erodictiol Genisteina
Crisina Espesntina Daidzeina
Luteolina Naringenina Gliciteina

Formononetina

Fonte: Liu (2004), adaptada.

Os terpenos podem ocorrer em todas as plantas e compreendem uma classe de
compostos que sdo definidos como grupo de moléculas formado pela fusdo de unidades
isoprénicas, formada por cinco carbonos e sdo classificados de acordo com o nimero de
isoprenos que constituem (OLIVEIRA et al., 2003). O hemiterpendide (C5) mais conhecido e
estudado é o isopreno, um produto volatil liberado de tecidos fotossinteticamente ativos
(CROTEAU et al., 2000). Os monoterpendides (C10) sdo constituintes das esséncias volateis
e Oleos essenciais, tém sido empregados nas industrias de perfumes e fragréncias, producgdo de
especiarias, industria de alimentos e condimentos (OLIVEIRA et al., 2003). Os
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sesquiterpendides (C15) sdo encontrados nos Oleos essenciais € em horménios vegetais
(OLIVEIRA et al., 2003).

Os tetraterpendides (C40) sdo os carotenoides, pigmentos responsaveis pela coloracao
laranja, amarela, vermelha e purpura dos vegetais, exercendo funcao essencial na fotossintese
e na pigmentacdo de frutos e flores (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Esses compostos sdo
amplamente utilizados como corantes e no enriquecimento de alimentos, em virtude da sua
atividade pro-vitaminica A e as propriedades que resultam em possiveis funcbes biol6gicas
benéficas a saude. Os politerpendides sdo aqueles com mais de oito unidades de isopreno, ou
seja, com mais de 40 carbonos na sua estrutura, como os longos polimeros encontrados na
borracha (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

Os alcaloides sdo produtos naturais que apresentam pelo menos um atomo de
nitrogénio em sua estrutura quimica. S&o abundantes em plantas superiores, segundo
Hegnauer (1963) podem ser consideradas plantas alcaldides aquelas espécies que contenham
mais do que 0,01% de alcal6ides em sua composi¢do quimica. Estes metabolitos secundarios
ja foram utilizados no xamanismo, na medicina tradicional para a cura de doencas e em armas
como toxinas durante guerras tribais e/ou durante a caca, por isso até hoje este fitoquimico
apresenta importante significado na etnobotanica (COTTON, 1996). O isolamento da morfina,
em 1806 pelo farmacéutico alemdo Friedrich Sertlirner, despertou o grande interesse em
realizar estudos com os alcaloides (VIZZOTO et al.,, 2010), e as aplicagdes médicas,
juntamente com o advento da industria farmacéutica, levou a producdo de farmacos e de
drogas que apresentam em sua formulacdo os alcaldides. Estas drogas sdo produzidas a partir
de alcaldides puros naturais, como no caso de extratos, ou a partir de compostos purificados,
ou até mesmo totalmente sintetizadas com base na estrutura de alcal6ide natural. Essa classe
de compostos € bastante estudada por apresentarem acentuado efeito no sistema nervoso,
sendo muitos deles algumas vezes utilizadas como venenos ou alucin6genos.

Os fendlicos sd@o um grupo de compostos que estdo diretamente relacionados com o
sabor, odor e coloracao de diversos vegetais, sendo alguns destes compostos ja empregados na
industria de alimentos, como o aldeido cindmico da canela (Cinnamomum zeyllanicum) e a
vanilina da baunilha (Vanilla planifolia). Os compostos fendlicos sdo produtos secundarios
ubiquos no reino vegetal, logo toda planta pode produzi-los, sdo produtos que néo
desempenham funcdo direta nas atividades bioquimicas primarias, responsaveis pelo
crescimento, desenvolvimento e reproducdo (CLIFFORD, 1989), estando envolvidos sim na
adaptacdo a condicdes de estresse ambiental, bem como na defesa contra agressdo por
patogenos ou da radiacéo ultravioleta (FARAH & DONANGELO, 2006).
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S&o encontradas estruturas muito variadas dentre os compostos fendlicos pertencentes
ao metabolismo secundario dos vegetais, variando em aproximadamente 10.000 compostos
(TAIZ & ZIGER, 2004), como: pigmentos de frutos e folhas, derivados da cumarina, acidos
fenolicos. Essa classe abrange as ligninas e taninos, que sdo polimeros com importantes
funcBes nos vegetais (CARVALHO et al., 2004). Quimicamente os compostos fenolicos sdo
substancias que possuem em sua estrutura pelo menos um anel aroméatico no qual ao menos
um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (NYCHAS, 1995).

Os compostos fenolicos apresentam-se nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas. Os fendis simples, como o pirocatecol, a hidroquinona e o
resorcinol, bem como os aldeidos derivados dos acidos benzdicos, que sdo constituintes dos
6leos essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002). Os taninos e as ligninas sdéo compostos
fenolicos que sdo polimeros, e sdo encontrados na forma livre nos tecidos vegetais
(ANGELO; JORGE, 2007). Os flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados), &cidos
fendlicos (acidos benzoico, cindmico e seus derivados) e cumarinas (KING et al, 1999) sdo
fendlicos que estéo largamente distribuidos na natureza.

O tocoferol é um exemplo de composto fendlico que ja é amplamente utilizado pela
industria de alimentos, sendo aplicado em Oleos e gorduras comestiveis, prevenindo a
oxidacdo dos acidos graxos insaturados, é apontado como um dos melhores antioxidantes
naturais (JORGE; GONCALVES, 1998). A legislacdo brasileira permite a adicdo de 300
mg/kg de tocoferdis em o6leos e gorduras, como aditivos intencionais, com funcdo de
antioxidante (ABIA, 1999).

As duas rotas metabdlicas basicas que estdo envolvidas na sintese de compostos
fendlicos sdo a rota do acido chiquimico e a rota do acido mevaldnico. A rota do acido
chiguimico participa na biossintese da maioria dos fendis vegetais. A rota do 4cido maldnico,
embora seja uma fonte importante de produtos secundarios fendlicos em fungos e bactérias, é

menos significativa nas plantas superiores (TAIZ; ZEIGER, 2004).

3.7 Bebidas antioxidantes

Os chés de ervas, vinho e café sdo apontados por estudos como bebidas que trazem
beneficios a satde em virtude de suas propridades antioxidantes (CARLSEN et al., 2010). O
vinho € um produto que vem do processamento de uvas e € descrita como uma bebida
antioxidante, pois a fruta que da origem a esta bebida é rica em compostos fendlicos, como 0s
flavonoides e os acidos fenolicos, além dos taninos (MALACRIDA & MOTTA, 2005).
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A bebida café é também apontada como uma bebida antioxidante, em virtude da
presenca de fitoquimicos bioativos presente na mesma. Segundo Levinton e Cowan (2002) os
estudos acerca do consumo do café a partir do ano 2000 tiveram como principal objetivo
investigar a relacdo do consumo do café com cancer e suas propriedades antioxidantes. As
diferentes etapas e técnicas utilizadas no preparo da bebida podem resultar em variacdo no
teor de algumas substancias, como os acidos clorogénicos, caveol, cafestol, melanoidinas e
cafeina, substancias essas que estdo associadas com agdes fisioldgicas no organismo humano,
e essas modificagdes nos compostos bioativos podem resultar em variagbes quanto ao
potencial ativo do café, como por exemplo, conferir maior ou menor atividade antioxidante
(O’BRIEN e MORRISSEY, 1989).

Os primeiros relatos do uso de chas sdo datados no século 27 a.C., e por isso sdo
considerados como uma das primeiras e mais antigas bebidas produzidas por via
biotecnolodgica. Define-se cha como o produto do processamento de espécies vegetais. O cha é
basicamente constituido de uma ou mais partes de espécie vegetal, que pode ser utilizado
inteiro, fragmentado ou moido, com ou sem fermentacéo, tostada ou ndo (BRASIL, 2011). O
consumo de chas na cultura brasileira sempre veio arraigado como tratamento na medicina
popular ou medicina ndo convencional, visto que isso sdo tracos da propria formacdo cultural
herdadas de antepassados. No entanto, hoje o consumo de cha vem aumentando também em
virtude das suas caracteristicas sensoriais. Pesquisas tém associado o consumo de chas a
reducdo do risco de doencas cardiovasculares, diabetes e cancer, que sdo doencas cronicas,
um problema global que atinge sociedade moderna.

O café, o vinho e os chéas sdo produtos ricos em compostos bioativos, como 0s
polifendis, que atuam principalmente com acdo antioxidante no organismo, combatendo 0s
radicais livres que sdo comumente associados a etiologia de varias doencas incluindo doencas
degenerativas.

Atualmente tem se buscado alternativas para incluir na alimentacdo cotidiana ainda
mais compostos bioativos com a¢ao antioxidante. Hoje os popularizados “sucos detox”, ¢ uma
das formas mais consumida desses fitoquimicos. A popularizacdo do suco detox se deu por
conta de celebridades influentes em estilo e comportamento que foram fotografadas tomando
0 suco verde, a partir dai, 0 mesmo passou a ser divulgado em revistas do seguimento de
beleza, que divulgam diversas receitas de sucos detox. Além disso, é possivel encontrar esse
produto sendo comercializados, inclusive alguns industrializados, com diversas marcas
disponiveis no mercado, nacionais e produtos importados. Além dos sucos atualmente é

possivel encontrar cépsula, sucos em po e outras formas de produtos que prometem
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neutralizar os radicais livres no organismo e assim amenizar seus efeitos prejudiciais, em
funcdo da acdo antioxidante de fitoconstituintes. Um exemplo é o CoffeBerry®, produto
obtido a partir do café, que é processado em sua totatlidade (grdos verdes com cascas)
(HEIMBACH et al., 2010), apontado como um potente compostos antioxidante, e tem seu
marketing voltado ao setor cosmecéutico , j& que sua acdo antioxidante esta associada ao

combate dos radicais livres que promovem o envelhecimento precoce.

3.8 Métodos de extracao

A extracdo € um dos processos mais utilizados para o isolamento de produtos ativos
presentes em uma planta (MARCANO; HASEGAWA, 1991), e o desenvolvimento dessas
técnicas de extragdo pode significar uma via importante para alcangar um maior
conhecimento sobre os principios ativos presentes nos vegetais. Segundo a Farmacopeia
Brasileira de Fitoterapicos (BRASIL, 2011), extrato é a preparacdo de consisténcia liquida,
solida ou intermediaria, obtida a partir de material animal ou vegetal, sendo que o material
utilizado na preparagéo de extratos pode sofrer tratamento preliminar, tais como, moagem ou
desengorduramento, utilizando como solvente a agua, alcool etilico ou outro solvente
adequado.

O extrato pode ser preparado por métodos tradicionais como infusdo, decoccéo,
percolacdo, maceracdo ou outro método adequado e validado ndo convencional como
ultrassom, extracdo com fluido supercritico (SFE) e extracdo com liquido pressurizado (PLE).
A extracdo refere-se a separacdo das porcdes farmacologicamente ativas a partir dos tecidos
das plantas, mediante o uso de solventes seletivos (BOMBARDELLI, 1991; MIRANDA et
al., 2001).

No caso de extratos produzidos a partir de matéria prima vegetal, as partes em estudo
da planta sdo determinantes na escolha do procedimento a ser utilizado, podendo-se aplicar
métodos continuos ou descontinuos, com ou sem a aplicacdo de calor (MARCANO;
HASEGAWA, 1991). A taxa de transferéncia dos compostos quimicos do tecido vegetal para
o solvente pode ser afetada por diversos fatores como quantidade de material solido,
dimensdo da particula, o volume e seletividade do solvente, a temperatura (pode aumentar a
solubilidade de determinado composto quimico, como pode promover a degradacéo de outros
que sejam termolabeis) e tempo.

O método de extragdo decoccdo consiste na ebulicdo da parte vegetal em &gua potavel

por tempo determinado. Método indicado para partes de drogas vegetais com consisténcia
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rigida, tais como cascas, raizes, rizomas, caules, sementes e folhas coriaceas. A infusdo
consiste em verter agua fervente sobre a droga vegetal e, em seguida, tampar ou abafar o
recipiente por tempo determinado. Método indicado para partes de estruturas vegetais de
consisténcia menos rigida tais como folhas, flores, inflorescéncias e frutos, ou que contenham
substancias ativas volateis (BRASIL, 2011).

A extracdo assistida por ultrassom é um processo que utiliza a energia de ondas
sonoras geradas em frequéncia superior a capacidade auditiva do ser humano. Estas ondas
sonoras criam uma variacao na pressdo do liquido empregado no processo, gerando cavitagdo
e microfluxos nos liquidos, e instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-
gés. (KIRK-OHMER, 1981; BARBOZA et al., 1992; BERLAN et al., 1992). Os principais
efeitos do ultrassom empregado como técnica de extracdo € o aumento da permeabilidade da
parede celular; a producdo de cavitacdo (formacao espontanea de bolhas num liquido abaixo
do seu ponto de ebulicdo, resultante do esforco dindmico); aumento da tensdo mecanica das
células (LIST; SCHMIDT,1989).

3.9 Ensaios utilizados para determinacéo da capacidade antioxidante

Nos ultimos anos os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo associados a
diversos agravos a salde, como céncer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do
sistema imune, disfuncdes cerebrais e diabetes mellitus tipo 1 (SOUSA et al., 2007), em
virtude disso, muitos estudos estdo sendo realizado na investigacdo de substancias que atuem
no combate a acbes danosas desses radicais. E significativo o nimero de evidéncias
epidemioldgicas que atribuam os alimentos como fonte de compostos antioxidantes que
podem vir a prevenir o risco dessas doengas, o que tem levado ao desenvolvimento de grande
nimero de métodos para determinar a capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006).

Antioxidante € toda substancia capaz de retardar a velocidade da oxidacdo. Os
antioxidantes sdo compostos aromaticos, que apresentam em sua estrutura a0 menos uma
hidroxila, podem ser sintéticos como BHT, que ja é largamente utilizado na industria de
alimentos, ou natural, fazendo parte da constituicdo quimica de diversos alimentos, como 0s
organosulfurados, fendlicos e terpenos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os testes que avaliam a atividade antioxidante in vitro sdo considerados ferramentas
importantes na selecdo inicial de substancias que possam ser utilizadas como farmacos, de

modo que podem contribuir na escolha mais adequada de espécies de planta para estudos
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quimicos e farmacolédgicos, com informagdes acerca do grau de maturacdo, condicbes
ambientais, entre outras. E também através destes métodos que se verifica a presenca de
substéncias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas, ressaltando a
importancia de uma dieta rica em vegetais (ALVES et al., 2010).

Na avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro de substancias bioativas podem ser
empregados métodos que se fundamentam na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP),
poder de reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de
desoxirribose), captura do radical organico (ABTS, DPPH), quantificacdo de produtos
formados durante a peroxidagédo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidagdo do -
caroteno) (FRANKEL e MEYER, 2000). Existem muitos métodos de andlise da atividade
antioxidante, no entanto recomenda-se escolher métodos validados e padronizados, que sdo
mais comumente aceitos, por apresentarem informacoes ja descritas na literatura cientifica
(OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009).

O ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), desenvolvido originalmente por
Cao, Alessio & Cutler (1993), mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais
peroxil gerados por uma fonte radicalar. O método do ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), consiste no monitoramento do decaimento do cation-
radical ABTS produzido pela oxidacdo do ABTS™, quando a amostra que contém compostos
antioxidantes é adicionada (RE et al., 1999) (STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2006), ja o
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), esta baseado na capacidade dos fendis em
reduzir o Fe** em Fe?* (BENZIE; STRAIN, 1996; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2006;
HUKKANEN et al., 2006) e o Rancimat, que determina a estabilidade oxidativa da amostra,
por meio da deteccdo de &cidos volateis a 110°C (AOCS, 2003; GARCIA et al., 2006).

O método de inibicdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) fundamenta-se
na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. A molécula de
DPPH ¢é um radical livre estavel, que sofre deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda
a molécula, e € esta deslocalizacdo que confere a esta molécula a coloracdo violeta,
caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm (MOLYNEUX,
2004). A capacidade antioxidante deste ensaio € determinada pelo potencial que a substancia
tem em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina com mudanga simultanea na
coloragdo de violeta a amarelo palido (ALVES et al., 2010). Os resultados da capacidade
antioxidante pelo método DPPH sdo apresentados de diversas formas, inexistindo uma
padronizacdo dos resultados, o que dificulta comparar a capacidade antioxidante de uma

mesma amostra, ou diferentes amostras (DENG ET et al., 2011), por isso, convencionou-se
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apresentar os resultados com o valor de ECsy, que é definida como a quantidade de
antioxidante necessaria para diminuir ou reduzir a concentragao inicial do radical DPPHe em
50% (CHEN; BERTIN; FROLDI, 2012).

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico avalia a atividade de inibicéo de
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoleico. O sistema de co-oxidacéo do
B-caroteno/acido linoleico foi originalmente descrito por Marco (1968) e modificado por
Miller (1971), esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da oxidagdo do f-
caroteno, evidenciada pela descoloragédo da solugéo, induzida pelos produtos gerados durante

a degradacdo oxidativa do &cido linoleico.
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CAPITULO I — Caracteriza¢do quimica e potencial antioxidante de cascas
do café arabica organico (Coffea arabica) produzido na regido da Chapada
Diamantina-Ba

RESUMO

O consumo moderado de café pode trazer efeitos fisioldgicos benéficos a saude, como agédo
antioxidante e psicoestimulante. Estes efeitos estdo associados aos fitoquimicos presentes nos
grdos. Durante o beneficiamento dos grdos de café € gerado uma grande quantidade de
residuo, sendo as cascas do café o principal, e estas podem ser utilizadas na obtencéo de
fitoconstituintes funcionais, semelhantes aos presentes nos grdos. Sendo assim, objetivou-se
com o presente estudo avaliar a eficiéncia da extracdo aquosa de fitoconstituintes de cascas
residuais de café arabica organico produzido na Chapada Diamantina-Ba, bem como sua
composicdo quimica e o potencial antioxidante. Os resultados do estudo indicaram que a
extracdo aquosa é eficaz na obtencdo de alguns fitoconstituintes das cascas de café como os
fenolicos, e a decoccdo € o método de extracdo mais indicado. O estudo evidenciou que 0s
grdos de café verde apresentam maior conteddo de fendlicos, flavonoides e taninos
condensados, no entanto, as cascas também apresentaram resultados satisfatérios quanto a seu
contetdo fitoquimico, bem como potencial antioxidante. No ensaio da co-oxida¢do do B-
caroteno/acido linoleico o extrato aquoso das cascas apresentou percentual de inibicdo de
60% em media. Além disso, no ensaio do sequestro de radicais DPPH, os extratos produzidos
a partir das cascas apresentou melhor atividade antioxidante em comparagdo com o extrato
dos gréos, evidenciado pelo valor de ECsp, sendo que dentre as cascas 0 melhor ECsq foi 2,7
mg.mL™, enquanto nos extratos aquosos dos graos o melhor ECs, foi 7,5 mg.mL™.

ABSTRACT

Moderate consumption of coffee can bring beneficial physiological effects on health, such as
antioxidant and psychostimulant action. During the processing of the coffee beans, a large
amount of residue is generated, and the barks of the coffee are the main residue, and these can
be used to obtain functional phytochemicals, which have chemically similarity to those
present in the grains. Thus, the aim of the present study was to evaluate the efficiency of
aqueous extraction of phytochemicals organic coffee barks produced in Chapada Diamantina-
BA, as well as its chemical composition and the antioxidant potential. The results indicated
that aqueous extraction is effective in achieving some phytochemicals of coffee barks, such as
phenolics, and the decoction is the most indicated extraction method. The study showed that
green coffee beans have a higher content of phenolics, flavonoids and condensed tannins,
however, the coffee barks also showed satisfactory results regarding their phytochemical
content and antioxidant potential. In the test of co-oxidation of p-carotene / Linoleic acid
aqueous extract of the bark, the percent inhibition of 60% on average. Furthermore, in the
DPPH assay sequestration, the extracts produced from the bark showed the best antioxidant
activity in comparison with the extract of grain, shown by the ECsy value, which for the best
1peel ECso was 2.7 mg.mL™, while the aqueous extracts of the best grain ECs, was 7.5 mg.mL"
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1 INTRODUCAO

O café é um produto de grande importancia econémica para o Brasil, que atualmente
ocupa a colocacao de maior produtor mundial. A bebida café destaca-se entre as bebidas mais
consumidas no mundo, juntamente com a agua, chas, sucos de frutas e refrigerantes. A
matéria prima utilizada para producao da bebida sdo os gréos do fruto do cafeeiro, que é uma
planta que pertence a familia Rubiaceae, que possui mais de 100 espécies descritas.
Atualmente as principais espécies do ponto de vista agroecondmico sdo o Coffea arabica
(café arabica) e a Coffea canephora (café robusta).

O café arabica é o mais produzido e mais consumido no Brasil, e origina uma bebida
de sabor suave e aroméatico. O acompanhamento da safra brasileira de café realizado pela
CONAB em setembro de 2015, revelou que o pais devera colher 42,15 milhdes de sacas de 60
quilos de café beneficiado (CONAB, 2015). O grdo de café, produto base da industria
cafeeira, é obtido do fruto do cafeeiro através do processo de beneficiamento, uma operagédo
pos-colheita que promove o descascamento dos frutos. O residuo desse processo pode conter
0 epicarpo (casca), mesocarpo (polpa ou mucilagem) e endocarpo (pergaminho).

A bebida café é um alimento funcional, pois pode trazer efeitos fisiologicos benéficos
a saude, e estes efeitos estdo associados aos fitoquimicos bioativos que estdo presentes no
café, como a cafeina que é um alcaloide com propriedades estimulantes do sistema nervoso
central (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006), e os polifendis, principalmente o acido clorogénico,
que apresenta atividade antioxidante (NAIDU et al., 2008) neutralizando os radicais livres e
seus efeitos nocivos ao organismo humano. Assim como 0s grdos de café, suas cascas sdo
constituidas de matéria organica e nutriente, além de fitoquimicos como a cafeina e polifendis
(GOUVEA; TORRES; FRANCA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009). Uma pequena parcela das
cascas é reaproveitada na alimentacdo de ruminantes, producdo de cogumelos, producdo de
adsorventes entre outros produtos. A grande maioria dessas cascas € descartada, e se este
descarte for realizado de maneira inadequada, pode significar um grave problema de
contaminacdo ambiental (MARTINEZ, 1999; SILVA, 2008).

A extracdo € um dos processos mais utilizados para o isolamento de produtos ativos
presentes em uma planta (MARCANO; HASEGAWA, 1991), e é também a técnica mais
utilizada no preparo da bebida café. Segundo a Farmacopeia Brasileira de Fitoterapicos
(BRASIL, 2011), extrato € a preparacdo de consisténcia liquida, sélida ou intermediaria,
obtida a partir de material animal ou vegetal, utilizando como solvente a agua, alcool etilico

ou outro solvente adequado. A bebida café é apontada como um das principais formas de
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consumo de antioxidante na dieta de muitos paises, evidenciando assim a eficacia da agua
como solvente extrator de biomoléculas funcionais do café.

E crescente o interesse em recuperar compostos de alto valor agregado de matérias-
primas alternativas e subaproveitadas, em especial aqueles que apresentem atividade
antioxidante, como os polifendis. Dessa forma o presente estudo propds avaliar a composicédo
quimica de cascas residuais de café arabica organico produzido na Chapada Diamantina bem
como a eficiéncia da extracdo aquosa na obtencdo de fitoquimicos bioativos e o seu potencial

antioxidante.
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2 MATRIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério do Nucleo de Estudos em Ciéncia de
Alimentos (NECAL), Campus de Itapetinga-BA na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB).

Foram utilizados grdos de café beneficiados (Coffea arébica L.), e as cascas residuais
do processo de beneficiamento dos frutos, produzidos com manejo organico da safra 2014,
cultivado na Fazenda Floresta - Povoado de Pau Ferrado, municipio de Ibicoara-BA,
localizada na regido da Chapada Diamantina, meridional 13°, 24°, 50,7 latitude Sul e 41°,
17°, 7,4” longitude oeste de Greenwich e altitude aproximada de 1.027 m acima do nivel do
mar. A precipitacdo minima anual é de 1.179 mm e méxima anual de 1.868mm, sendo o
maior nivel encontrado de outubro a mar¢o (FAZENDA FLORESTA, 2012). O café orgéanico
é produzido no manejo biodinamico e tem certificacdo Demeter (IBD, 2016), que identifica,

mundialmente, os produtos biodinamicos, fornecido pela certificadora IBD.

2.1 Amostragem

Os frutos foram colhidos aleatoriamente de 10 plantas de café no més de julho de
2014. A amostra coletada abrangeu duas plantas da regido norte, duas do sul, duas do leste,
duas do oeste e duas plantas da regido central da propriedade. Os frutos de café foram
lavados, separados e beneficiados por via seca. As cascas e grdos foram submetidos ao
processo de secagem ao sol nos terreiros da propria fazenda (Figura 6 (A) e (B)) que sao

utilizados exclusivamente para esta finalidade.

Figura 6- Amostra de frutos de café colhidos em julho de 2014 na Fazenda Floresta; (B)
Secagem ao sol dos grdos de café e de suas respectivas cascas.

Fonte: Imagem do autor.
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Os grdos beneficiados e suas cascas residuais foram conduzidos para o laboratorio,
sendo armazenados em sacos de papel, mantidas em local seco a temperatura ambiente
(25£2°C). Para as analises tanto as cascas quanto os grdos foram trituradas em moinho de
facas do tipo Willy MSSL-031 e acondicionadas em vasos de polietileno com tampa,
identificados, e mantidas em local seco a temperatura ambiente (25+2°C).

As duas amostras de cascas coletadas por regido foram misturadas com auxilio do
Agitador Mecanico- TE-139 da Tecnal. As amostras ficaram sob agitagdo constante por 5
minutos, e assim obteve-se 05 amostras compostas. O mesmo precedimento foi adotado para

obtencdo de amostras compostas dos gréos de café triturados.

2.2 Composigdo centesimal das cascas residuais de café organico
2.2.1 Determinacdo de umidade

Determinou-se conforme o protocolo n°® 984.25 da AOAC (2010), por secagem em
estufa (SX-DTME, Marca Prolab - Brasil) a 105+2°C até peso constante, utilizando-se 5 g de

amostra.
2.2.2 Determinacdo de cinzas totais

Foi determinado conforme o procedimento n°® 925.51 proposto pela AOAC (2010).
Foram calcinadas de 5 g da amostra em mufla (Marconi - Brasil) a 550+2°C até peso

constante.
2.2.3 Determinacdo de proteina

Determinou-se pelo método semi-micro Kjeldahl, segundo a metodologia n® 920.152
proposto pela AOAC (2010). O ensaio baseia-se na hidrolise acida da matéria organica
seguida de destilacdo, recolhendo-se a amonia liberada em éacido bérico a 4%. O fator 5,75 foi
utilizado para converter o nitrogénio total em proteinas conforme estabelecido pela Legislacao
Brasileira (Resolugdo RDC n. 360 de 23 de dezembro de 2003, da ANVISA).

2.2.4 Determinacao de lipidios

Os lipidios foram extraidos e determinados conforme o protocolo recomendado pelo
IAL (2008). Utilizou-se uma aliquota de 1 g de amostra em extrator de Soxhlet, empregando o

éter de petroleo como solvente extrator, durante 8 horas.
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Os teores de carboidratos foram determinados por diferenca, subtraindo de 100 a soma

dos valores obtidos de umidade, cinzas, proteinas totais e lipidios totais, conforme
metodologia proposta pela ANVISA, RDC n° 360/2003.

2.3 Ensaio preliminar para selecdo do método de extragdo sélido-liquido

A partir das amostras compostas de cascas foi selecionada uma aleatoriamente para

conducéo do ensaio preliminar de extracdo aquosa. Utilizaram-se cinco métodos de extracédo

conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7- Diagrama simplificado com procedimento adotado nos métodos de extracdo do
ensaio preliminar
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Fonte: Dados da pesquisa.
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2.3.1 Selecdo do método mais eficiente de extracdo aquosa de compostos fendlicos totais
das cascas residuais de café organico

Os extratos obtidos pelos diferentes métodos no ensaio preliminar foram arrefecidos a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram filtrados e acondicionados em frascos ambar,
identificados e armazenados sob-refrigeracdo (10+2°C).

Os extratos foram submetidos a determinagédo do teor de fendlicos totais, com uso do
reagente de Folin-Ciocauteau, e a partir dos resultados foi escolhido como procedimento de
extracdo padrdo para producdo dos extratos o que se mostrou mais eficiente na extracao de
fendlicos totais.

O reagente de Folin-Ciocalteau é uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, que em presenca de certos agentes redutores, como 0s compostos fendlicos,
formam o molibdénio azul e tungsténio azul, cuja coloracdo permite a determinacdo da
concentracdo das substancias redutoras. Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos aquosos foi
transferida para tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10 (v.v'). Agitou-se a mistura que permaneceu em
repouso por 8 minutos. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de carbonato de soédio 4%
(p.v') e os tubos foram deixados em repouso por uma hora, ao abrigo da luz. A absorbancia
foi medida a 740 nm em espectrofotdmetro UV Mini 1240, Shimadzu Co. Os fendlicos totais
foram quantificados através de curva de é4cido galico (R°=1), e foram expressos como

equivalentes de &cido galico (EAG) por 100 g de matéria seca da amostra.

2.4 Producdo de extratos aquosos das cascas residuais de café organico

Depois de realizado os ensaios preliminares, o0 método de extracdo definido como
padrdo para a producdo dos extratos foi a decoccdo sem agitacdo. Os extratos foram
preparados utilizando 2,0 g das cascas, em 150 mL de &gua deionizada, com aquecimento do
sistema até atingir a temperatura de 100°C, e manutencdo da fervura por 10 minutos. Os
extratos foram arrefecidos a temperatura ambiente, filtrado e acondicionados em frascos
ambar, identificados e armazenados sob-refrigeracdo (10+2°C). Foram produzidos extratos
aquosos das amostas em trés periodos distintas, correspondendo assim as trés repeticoes

realizadas no estudo.
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2.5 Caracterizacdo quimica dos extratos aquosos das cascas residuais de café organico
2.5.1 Determinagéo de fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado com uso do reagente de Folin-

Ciocauteau, procedendo-se conforme foi apresentado no item 2.3.1.

2.5.2 Determinacao de flavonoides totais

A determinagéo de flavonoides foi realizada em conformidade com Woisky e Salatino
(1998), a aliquotas de 0,5mL do extrato aquoso das cascas de café foram adicionados 1,5mL
de alcool etilico e 0,2mL de cloreto de aluminio 10%, a mistura reacional nos tubos foram
homogeneizadas e acrescentou-se 0,1mL de acetato de potassio 1M e 2,8mL de &gua
destilada. Os tubos foram novamente homegeneizados e mantido em repouso por 30 minutos.
As leituras das absorbancias foram feitas em espectrofotémetro UV Mini 1240, Shimadzu Co.
a 415 nm. A quantificacdo de flavonoides foi feita por meio de uma curva analitica de
quercetina variando sua concentracdo de 0,05 a 1,00 mg/mL. Os flavonoides totais foram
quantificados através de curva de quercetina (R*= 0,99), e foram expressos em mg equivalente

de quercetina (EQ) por 100 g de matéria seca da amostra.

2.5.3 Determinagdo dos taninos condensados - Método da vanilina

A mistura reacional foi constituida por 0,5 mL do extrato das cascas com 3 mL da
solucdo metandlica de vanilina (4%, m.v'') e homogeneizados vigorosamente. Posteriormente
foram adicionados 1,5 mL de HCI concentrado, e novamente agitados. A mistura foi mantida
a temperatura de 28+2°C por 20 minutos. Procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro
Shimadzu UV mine 1240 a 500 nm. A quantificacdo de taninos foi feita através de uma curva
analitica de catequina variando sua concentracdo de 0,01 a 0,05 mg.mL™. Os taninos totais
foram quantificados através de curva de catequina (R?= 0,95), e foram expressos em mg

equivalente de catequina (ECTQ) por 100 g de matéria seca da amostra.
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2.6 Ensaios in vitro da atividade antioxidante dos extratos aquosos das cascas residuais
de café orgéanico

2.6.1 Método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando-se 0 método adaptado
de Brand-Wiliams (1995). O método fundamenta-se na reducdo do radical DPPH® (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes presentes no extrato, resultando num decréscimo da
absorbancia. Aliquotas de 1,0 mL de extrato aquoso das cascas, em cinco concentraces
diferentes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg.mL™) em tubos de ensaio, e acrescentou-se 4 ml de uma
solucdo etandlica de DPPH 0,06 mM. As analises foram realizadas em triplicatas. Apds 30
minutos, as absorbancias das amostras foram lidas a 515 nm em espectrofotdmetro UV Mini
1240, Shimadzu Co. A amostra controle foi submetida as mesmas condi¢cdes com solucéo de
etanol a 80% no lugar das amostras. Para cada concentracdo dos extratos, foi calculado o
percentual de inibicdo do DPPH (Equacdo 01). A partir da porcentagem de inibi¢cdo do DPPH
das cinco concentracdes diferentes dos extratos, foram construidos os graficos de disperséo,
plotando-se no eixo Y essas porcentagens e no eixo X a concentracdo dos extratos (mg.mL™).

Equacéo 1:

% de inibicio do DPPH= (Leitura do controle — Leitura da Amostra) x100
(Leitura do Controle)

Os resultados foram expressos em Concentracdo Efetiva 50% (ECsg). A ECso expressa
a concentracdo minima (mg.mL™) de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracéo inicial de DPPH. Para calcular o ECs utilizou-se a equacdo da reta, substituindo
o valor de Y por 50 para obter a concentragcdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do
DPPH. Os extratos com valores de ECsy mais préximo a zero foram considerados com melhor

potencial antioxidante.



35

2.6.2 Co-oxidagéo B-caroteno/Acido Linoleico

Para o preparo da solucdo sistema B-caroteno/acido linoleico, utilizaram-se 8,0 mL da
solugdo de B-caroteno diluido em cloroférmio (0,1 mg.mL™), aos quais adicionaram-se 40 pL
de acido linoleico, 400 pL de tween 40. O cloroférmio foi evaporado em rota-evaporador, e
400 mL de agua saturada de oxigénio foram acrescentados, segundo método adaptado por
Rufino et al. (2007). Em tubos de ensaio com 40 pL de amostra foram adicionados 3,0 mL da
solucdo sistema, o BHT utilizado como padrdo foi submetido as mesmas condi¢des. As
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 470 nm. A leitura do primeiro tubo foi
realizada de imediato, os outros tubos foram incubados em banho-maria a 45°C e as leituras
realizadas em intervalos de 15 min. completando o total de duas horas. O mesmo ocorreu com
os tubos contendo o padrdo e o sistema, que eram 0s tubos sem o acréscimo de amostras.

Correlacionou-se a queda da leitura de absorbancia das amostras com o sistema e
assim estabeleceu-se a porcentagem de oxidacdo, ja a percentagem de protecdo contra a
oxidacdo lipidica foi obtida subtraindo-se a percentagem de oxidacdo de cada amostra de
100% (Equacéo 2).

Equacéo 2:

% Oxidagio= [(reducio Abs) amostra x100]
(reducio Abs) sistema

% Protecio= 100 - (% de oxidacio)

2.6.3 Poder redutor

Avaliou-se o poder redutor conforme o procedimento descrito por Oyaizu (1986), com
adaptacdes. O método fundamenta-se na mudanca da coloracdo amarela da solugdo composta
por complexo Fe*/ferricianeto, que varia da tonalidade verde para o azul, dependendo do
poder de reducéo de cada substéncia, ou seja, a presenca de agentes redutores (antioxidantes)
reduz o complexo para a forma ferrosa (Fe?*). A partir do extrato aquoso das cascas de café,
as amostras foram diluidas em etanol para diferentes concentragdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1
g.mL™). Em seguida foi levado 1 mL de cada extrato diluido a tubos de ensaio, sendo
adicionado 2,5 mL de solucdo tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de
potassio a 1% (p.v™*). Posteriormente, a mistura foi incubada a 100°C por 20 minutos. Foram
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acrescidos 2,5 mL de acido tricloroacético a 10% (p.v'') em seguida, centrifugou-se. Um
volume de 2,5 mL da mistura foi transferido para outro tubo de ensaio, adicionou-se 2,5 mL
de 4gua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1% (p.v''), e submeteu-se o sistema a
agitacdo. O branco foi feito sob as mesmas condicdes, excetuando-se a amostra e as leituras

das absorbancias foram realizadas em triplicata a 700 nm.

2.7 Comparacdo da composicdo quimica e atividade antioxidante entre o extratos
aquoso dos graos e extratos aquosos de suas cascas residuais

As cinco amostras compostas de gréos de café organico foram utilizadas para obtencéo
de extratos aquosos em decoccdo sem agitacdo de acordo com o item 2.4. Nos extratos
aquosos produzidos a partir das amostras compostas dos grdos de café organico foi
determinado o teor de compostos fenolicos totais e flavonoides totais, adotando-se
procedimento conforme item 2.3.1 e 2.5.2, respectivamente. O potencial antioxidante desses
extratos també foram avaliados, adotando-se o teste de sequestro do radical DPPH seguindo o
procedimentodescritono item 2.6.1 eo teste da co-oxidacdo do B-caroteno e ~acido linoleico
conforme item 2.6.2. Essas andlises foram realizadas para comparar a composi¢do quimica e o
potencial antioxidante dos extratos aquosos de grdos de café orgdnico com os extratos

aquosos das suas cascas residuais.
2.8 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com
trés repeticdes que correspondeu a extratos produzidos em tempos diferentes e todas as
analises foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparacdo das médias ao nivel de 5% de
probabilidade, usando o programa Statistica® 6.0. Diferencas entre as médias no nivel de 5%
(P<0,05) serdo consideradas significantes.

Para comparar e identificar diferencas significativas entre as meédias obtidas dos
ensaios realizados com os extratos obtidos da casca e dos grdos de café foi realizado o teste t

para dados emparelhados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigao centesimal das cascas residuais de café organico

Os resultados da composi¢do centesimal das cascas de café encontram-se na tabela 3.
As amostras ndo diferiram estatisticamente quanto ao teor de proteinas e, de acordo com
Gouvea et al. (2009), o teor de proteinas nas cascas de café variam entre 8-11% de matéria
seca, 0s resultados observados para as cascas 03, 04 e 05 estdo em concordancia com o autor,
estando apenas as cascas 01 e 02 com valores inferiores.

Na determinacdo do teor de umidade, cinzas e carboidratos totais, as amostras
apresentaram diferencas significativas, pelo teste de Tukey (P<0,05). A umidade das cascas
de café beneficiados por via seca tém teores de umidade que variam de 7% a 18%
(CLIFFORD E RAMIREZ-MARTINEZ, 1991; SOUZA et al., 2006; GOUVEA et al., 2009)
e os resultados encontrados estdo dentro dessa margem, j& que variaram de 14,4% a 17%.

Tabela 3- Composi¢do centesimal das cascas de café orgénico

Amostras Umidade Cinzas Proteinas Lipideos  Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)

Cascal  16,80+0,89° 9,01+0,28™  6,94+0,00° 10,58+0,08° 56,67+0,28"
Casca?2  16,50+0,57 8,36x0,12°  7,42+0,01* 10,61+0,03* 57,11+0,57°
Casca3  17,00£0,19* 8,21+0,40¢  8,35+0,00° 10,83%0,21° 55,61+0,20 °
Casca4  15,80+0,41° 9,15+0,06%  8,69+0,00° 10,48+0,00° 55,88+0,79°

Casca 5 14,40+0,45° 9,8620,03®  8,7240,00° 10,72#0,13° 56,300,23 ¢

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da Pesquisa.

Diversos séo os fatores que podem influenciar no percentual de umidade das cascas de
café, tais como variagfes no beneficiamento, condi¢cGes de armazenamento e transporte. Se
for aplicado o beneficiamento por via Umida, o teor de umidade tende a ser mais elevado.
Segundo Oliveira e Franca (2014), o teor elevado de carboidratos € esperado para este tipo de
residuo, resultado observado no presente estudo, com valores acima de 50% de carboidratos
em todas as amostras. Esses valores estdo abaixo dos valores descritos por outros autores que

propem um teor médio de carboidratos em cascas de café beneficiados por via seca entre



38

58,0-85,0% (CLIFFORD E RAMIREZ-MARTINEZ, 1991; SOUZA et al., 2006; GOUVEA
et al., 2009).

3.2 Ensaio Preliminar para selecdo do método de extracdo aquoso dos fendlicos totais
das cascas residuais de café organico

Por meio de investigacdo na Farmacopeia Brasileira de fitoterapicos (2011), foi
observado que a maioria dos extratos aquosos produzidos a partir de cascas e partes duras de
vegetais utiliza em média entre 1-4 g do material vegetal, em volume médio de 150-200 mL
de agua. Os extratos aquosos das cascas de café foram produzidos seguindo esta
recomendacdo, sendo utilizados 2 g de cascas em 150 mL de agua.

Os cinco métodos testados se mostraram eficazes quanto a extracdo de fendlicos totais,
como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4- Teores de fendlicos totais encontrado no teste preliminar com os diferentes
métodos de extragao

Meétodo de Extracdo Teor de Fendlicos Totais
(mg EAG.100g™)
Infusdo 276,28+0,04 "
Decocgdo sem agitacao 345,72+0,02
Decocc¢do com agitacéo 382,97+0,03
Ultrassom 184,79+0,03 °
Cafeteira Elétrica 270,95+0,01°

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da Pesquisa.

Os métodos que se mostraram mais eficiente foram a decoccdo sem agitacdo e
decoccdo com agitacdo, sendo considerados iguais a 5% de significancia. Jja extracdo
assistida por ultrassom mostrou-se 0 método menos eficiente. Variagdes na forma de extracéo,
tipos de solvente, proporcdo de solvente/solido, o tempo e a temperatura sdo fatores
importantes no processo de extracdo de compostos fendlicos, pois afetam diretamente a
cinética de transferéncia dos mesmos para o solvente (MUSSATTO, et al, 2011). O resultado
do ensaio preliminar de extracédo esta de acordo com o que € preconizado pela Farmacopeia de
Fitoterdpicos (BRASIL, 2011), que aponta a decoccdo como metodo mais indicado para o
preparo de extratos a partir de amostras vegetais rigidas como as cascas de café. A partir dos

resultados do estudo preliminar, foi definido como método de extracdo aquoso padrédo a
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decoccdo sem agitagdo, que foi um dos métodos onde se encontrou o0 maior teor de fenolicos
totais.

3.3 Caracterizacao quimica dos extratos aquosos das cascas residuais de café organico

Os extratos aquosos das cascas de café ardbica organico, apresentaram alto teor de
compostos fenolicos totais, e teor de flavonoides e taninos condensados baixos em ralagdo aos
valores obtidos para os polifendis totais como pode ser observado na Tabela 5. Os compostos
fenolicos desempenham um papel de defesa na planta e sdo fitoquimicos bastante estudados
devido a sua bioatividade (OLIVEIRA e FRANCA, 2014), ja que podem propiciar efeitos
fisioldgicos benéficos ao organismo humano, como neutralizar radicais livres associados a
doencas, provocar efeito vasodilatador em virtude do aumento da sintese do Oxido nitrico
endotelial (NATHAN; BRUMAGHIM, 2009; QUINONES et al, 2013).

Tabela 5- Caracterizacdo quimica dos extratos aquosos de cascas de café arabica organico

Amostras Fendlicos Totais Flavonoides Totais  Taninos Condensados
(mg EAG.100g™) (mg EQ.100g™) (mg de ECTQ.100g™)
Casca 01 383,47+0,35 2 7,10£0,20° 1,15+0,56°
Casca 02 417,76+0,86 ° 7,66+0,63" 1,79+0,89 °
Casca 03 404,00+1,72 2 7,18+0,12° 2.3740,27 2
Casca 04 396,82+0,08 * 7.43+0,35° 2,14+0,20 %
Casca 05 454,59+0,20 * 8,47+0,11° 2,1240,74 2

Valores médios de trés repeticdes; Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.

Em estudo utilizando diferentes solventes na extracdo de fendlicos totais de café
arabica (BAGGIO et al., 2007), os niveis observados, variaram de 288,6 a 424,0 mg
EAG.100g™ de material seco, estando os resultados do presente estudo similares. Producées
cientificas de relevancia descrevem que na extracdo destes compostos, 0 mais indicado sdo 0s
solventes organicos menos polares que a agua, onde os compostos fenolicos tendem a ser
mais séluveis (KIM; LEE, 2002). A natureza do composto, 0 método de extragdo empregado,
0 tamanho da amostra, o tempo e as condic¢Oes de estocagem, o padrdo utilizado e a presenga
de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas8 sdo fatores que influenciam
na analise dos polifendis. O metanol e etanol sdo os solventes mais indicados e considerados

como mais eficientes na extracdo de compostos fendlicos a partir de diferentes fontes naturais
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(REHMAN, 2006; CHIRINOS et al, 2007; JAMAL et al., 2010), entretanto no presente
estudo foi observado que a extracdo aquosa é também eficaz na extracdo destes compostos,
bem como no trabalho desenvolvido por Kallel e seus colabradores (2014), que comparou
diferentes solventes na extracdo de compostos fendlicos de cascas de alho, e foi verificado
que o rendimento de extracdo aumentou na seguinte ordem: etanol<metanol<metanol-
agua<etanol-agua<agua.

A extracdo aquosa é um método eficaz na obten¢éo compostos fendlicos e, além disso,
pode ser considerado um método menos poluente de extracdo, quando comparada a extragdes
que utilizam solventes organicos. Se os solventes organicos sao mal gerenciados no seu
descarte, pode resultar em possivel contaminacdo ambiental.

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) nos resultados de flavonoides
totais e taninos totais. Além disso, observam-se valores relativamente reduzidos quando
comparado ao teor de fendlicos totais extraido das amostras. Essa diferenca observada nos
resultados pode ser justificada pelo método utilizado na determinacdo dos compostos
fendlicos totais com uso do reagente de Follin Ciocauteau. Este método espectofotométrico
apresenta limitacGes, ja que além de determinar todos os fendlicos presentes na amostra,
determina também outras substancias redutoras que naturalmente fazem parte da composicéo
quimica das cascas de café e que podem interferir nos resultados, podendo ser considerado
como um método ndo especifico (ANGELO; JORGE, 2007).

A grande variedade de combinagdes que acontece na natureza justifica a diversidade
estrutural dos compostos fenolicos existentes (ANGELO; JORGE, 2007), os flavonoides e 0s
taninos sdo fitoconstituintes que fazem parte da classe dos compostos de natureza fendlica. Os
resultados evidenciam que é possivel extrair os flavonoides das cascas de café organico com a
extracdo aquosa, porém o teor reduzido dos flavonoides pode ser justificado pela temperatura
utilizada no processo de extracdo. A temperatura indicada para extracdo de flavondides é
entre 60 e 80°C (SOUZA-SARTORI et al., 2013), e no presente estudo a temperatura
utilizada foi superior a essa média. Os flavondides sdo uma classe de compostos fendlicos que
tém propriedades terapéuticas com destaque para o potencial antioxidante, anticarcinogénico,
efeitos protetores do sistema renal (BEHLING et al., 2004) propriedades cardioprotetoras
especificas, anti-inflamatéria e vasodilatadora (TESTAI, 2015). Estruturalmente os
flavonoides possuem 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, que formam os trés
anéis fendlicos (SIMOES et al., 2000) e podem ser encontradas nos vegetais na forma
aglicosilada, quando se apresentam isentos de glicidios, e também na forma glicosilada,
quando estdo unidas a moléculas de glicidios (DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ, 2004). A
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posicdo ocupada pela porcdo do aglcar, o grau de insaturagdo e a natureza quimica dos
substituintes influenciam na solubilidade da molécula, e a extracdo com agua quente tende a
arrastar os heterosideos mais polares, tais como os poliglicosideos, flavanodiois, catequinas e
procianidinas (SIMOES et al., 2000). A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-
se inferir que os flavonoides extraidos pela dgua das cascas residuais de café estdo ligados a
glicidios, e por polaridade tendem a ser arrastados pela extracdo aquosa. Como o interesse do
estudo desenvolvido era de usar apenas a agua como solvente extrator, seguindo
procedimento semelhante ao usado na producdo da bebida café, ndo foi utilizado outros
solventes, tais como o etanol e metanol, que sdo solventes organicos que poderiam arrastar
além dos flavonoides ligados a glicidios com afinidade quimica com a agua, outros que
apresentassem afinidade maior com esses outros solventes organicos.

Assim como os flavonoides, os taninos também sdo fenodlicos, e o0s extratos
apresentaram baixo teor deste fitoconstituinte. O teor de taninos pode variar de concentracao
nos tecidos vegetais, por diversos fatores como a idade da planta, parte coletada, época da
coleta (LARCHER, 2000). No presente estudo foram quantificados apenas 0s taninos
condensados, e além desses, 0s vegetais podem conter os taninos hidrolisaveis. Estes
fitoconstituintes sdo responsaveis pela adstringéncia dos produtos vegetais, devido a
precipitacdo de glucoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante
(BRUNETON, 1995). Além disso, no método utilizado para determinar os taninos
condensados, 0 método da vanilina, é um teste especifico para determinar flavan-3-ols, di-
hidrochalconas e proantocianinas (ANGELO; JORGE, 2007), e possivelmete a extracdo
aquosa ndo é tao eficaz na estracdo desses fitoconstituintes, justificando assim o teor baixo de
taninos observado nos extratos aquosos das cascas residuais de café.

Faz-se necessario estudo acerca do teor de taninos, quando residuos da agroindustria,
como as cascas de café sdo utilizadas na alimentacdo de animais como ruminantes, ovinos,
caprinos ou psicultura, pois residuos com altos indices de taninos sdo considerados
antinutricionais, ja que podem formar complexos com as proteinas, carboidratos e outros
nutrientes, interferindo assim na qualidade nutricional (McDOUGALL et al., 2005).
Entretanto, na alimentacdo humana os taninos podem exercer a¢ao antioxidante, e tem grande
interesse econdmico. Na vinicultura, importantes e estdo relacionados a precipitacdo de
matérias proteicas em excesso, auxiliam nos processos de clarificacdo da bebida eliminacéo
de aromas e estabilizacdo da cor em vinhos tintos (MANFROI et al., 2010), além de ser
atribuido também aos taninos juntamente com outros compostos bioativos do vinho as

propriedades antioxidantes associadas ao consumo da bebida.
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3.4 Ensaios in vitro da atividade antioxidante dos extratos aquosos das cascas residuais
de café orgénico

No método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, o percentual de redugdo do radical
DPPH nas diferentes diluicbes dos extratos aquosos variou de 81,37% a 86,29%,
demonstrando assim que o extrato aquoso dos residuos da cafeicultura é eficiente na reducao
do radical DPPH. A partir do percentual de inibig&o foi determinado o ECs, das amostras de
cascas (Tabela 6), destacando-se a amostra 04 do extrato das cascas, com melhor potencial
antioxidante, com o menor valor de ECsp.

Diversos fatores podem influenciar na atividade antioxidante dos compostos de
natureza fenolica, em especial a posicao de substituicdo e o numero de grupos hidroxila (OH),
as propriedades de outros grupos substituintes e a possibilidade de formacdo de ligacOes de
hidrogénio (RIBEIRO et al., 2015). Compostos com dois ou trés grupos hidroxilas no anel
benzénico possuem maior atividade antioxidante do que os monohidroxilados (CHENG et al.,
2003).

Tabela 6- Atividade antioxidante dos extratos aquosos de cascas de café arabica organico
Amostras  Sequestro do radical livre DPPH  Inibicéo da co-oxidacio do -

ECxo caroteno/acido linoleico
(mg.mL™) (%)
Casca 01 4,718 59,88 ©
Casca 02 357° 53,49 ¢
Casca 03 4,44° 62,802
Casca 04 273° 60,57°
Casca 05 3,44° 60,47 °

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.

Em trabalho realizado com extracdo aquosa de variedades de chas e condimentos mais
consumidos no Brasil, foram encontrados ECsg 47,41 mg.mL -1 para Camomila (Matricaria
recutita L.), 17,36 mg.mL -1 para o Capim Santo (Cymbopogon citratus) e 17,40 mg.mL™
para o Horteld (Mentha arvensis L.) (MORAIS, 2009). Essas sdo plantas largamente utilizadas
como medicamentos fitoterapicos para diversos problemas de saude, no entanto além desta
aplicacdo atualmente tem se notado um aumento no consumo de chds como fonte de

constituintes antioxidantes, que tragam beneficios a saude, como evitar danos oxidativos dos
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radicais livres no organismo. Em comparagéo com os valores de ECsy encontrado nos extratos
aquosos de cascas, estas demonstraram ser uma fonte interessante na obtencdo de compostos
bioativos com potencial antioxidante.

No teste antioxidante da co-oxidagdo B-caroteno/e acido linoleico, foi utilizado como
padrdo o antioxidante sintético BHT, por ser amplamente utilizado na industria alimenticia. O
percentual de inibicdo da oxidacdo do antioxidante sintético foi de 95,5%, e dentre as
amostras, o extrato da casca 03 destacou-se com 62,80% de inibicdo da co-oxidagdo do
betacaroteno (Tabela 4). Os percentuais de inibicdo obtidos no ensaio demonstram uma boa
atividade antioxidante dos extratos aquosos das cascas de café arabica organico, indicando
assim que os extratos contém fitoconstituintes quimicos capazes de inibir a oxidagdo do f-
caroteno. Este resultado corrobora com o alto teor de fendlicos totais determinado nos
extratos aquosos, pois estes compostos sao descritos como biomoléculas capazes de inibir a
peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

O teste do poder redutor fundamenta-se na reducdo do ion ferricianeto a ferrocianeto
que, na presenca do ion férrico (proveniente do FeCls), forma o azul da Prussia, e quanto mais
elevado o valor de absorbancia, maior é o poder redutor do extrato. Pelo resultado obtido no
presente estudo, 0s extratos aquosos das cascas de café arabica apresentaram boa atividade

antioxidante, como pode ser observado na figura 8.

Figura 8- Caracterizacdo da atividade antioxidante dos extratos aquosos de cascas
residuais de café pelo método do poder redutor
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Nota-se um aumento gradual das absorbancias a medida que se aumenta a
concentragcdo das amostras, e quanto maior a absorbancia, maior a capacidade redutora dos
fitoconstituintes do extrato.

Os resultados do ensaio de poder redutor ndo apresentou correlagdo direta com 0s
resultados de fenolicos totais, visto que amostras que tiveram maior teor de compostos
fendlicos ndo necessariamente apresentaram maior valor de absorbancia, como a Amostra 1,
que teve o resultado mais expressivo no teste do poder redutor e ndo foi a amostra que
apresentou o maior teor de compostos fenolicos. Pode-se inferir a partir desta observacédo que
uma amostra com maior quantidade de fendis e flavonoides nem sempre implica em uma
maior capacidade antioxidante (SOUSA et al.,2007; MILIAUSKAS et al., 2004).

3.5 Comparacdo da composicdo quimica e atividade antioxidante entre o extratos
aquoso dos graos de café e extratos aquosos de suas cascas residuais

Os resultados das anélises realizadas com os extratos aquosos produzidos a partir dos
grdos de café organico, apresentaram maior teor dos fitoquimicos, bem como percentual de
inibicdo da co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico superior do que 0s extratos aquosos
produzidos a partir das suas cascas residuais.

De acordo com o teste t para dados pareados a 5% de probabilidade, no teor de
fendlicos totais, foi verificado uma diferenca significativa (tc=5,42 e t,n=2,78) entre eles,
como pode ser observado na tabela 7, os fendlicos totais encontrados no xtrato aquoso dos
grdos foram superiores em relacdo ao extrato aquoso das suas cascas residuais. O mesmo foi
observado no teor de flavonoides. No entanto, mesmo estatisticamente 0s extratos aquosos
dos gréos sendo considerados superiores em ralagdo aos extratos das cascas, os resultados ndo
apresentaram uma diferenca tdo expressiva. O grdo de café, sem passar pelo processo de
torrefacdo, tem sido objeto de estudos em virtude de possiveis atividades bioldgicas
relacionadas a sua composicdo quimica complexa. O processo de torrefacdo tende a diminuir
a concentracao dos seus produtos naturais e consequentemente pode reduzir as propriedades
antioxidantes. Mas ainda assim a bebida café preparada a partir dos grdos de café torrado
apresenta potencial antioxidante, j& que da mesma forma que alguns fitoconstituintes se
perdem nos tratamentos térmicos, outros podem ser preservados ou até mesmo formados,
como as melanoidinas que sdo geradas na reacdo de Maillard (LOPEZ-GALILEA et al.,
2006).
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Os fitoquimicos encontrados nas folhas de uma planta podem ser diferentes dos
presentes nas flores, nos galhos, raizes ou frutos dos vegetais e, além disso, 0 mesmo
composto ainda pode ser encontrado em diferentes concentracdes dependendo do 6rgéao
vegetal (SIMOES et al., 2000).

Tabela 7- Caracterizagdo quimica e potencial antioxidante de extratos aquosos dos grdos de
café arabica

Fendlicos Totais Flavonoides Totais Sequestro do Inibicdo da Co-

(mg EAG.100gY)  (mg EQ.100"g)  radical livre DPPH  oxidaciio do B-

ECso (ng.mL™) caroteno/acido

linoleico (%0)

Graos 1 662,15+0,83 13,88+0,87 2 15,09 @ 68,58 @
Graos 2 606,40+0,78 *° 13,44+0,80 * 11,48° 66,43 ©
Gréos 3 514,66+0,29 © 10,72+0,35 © 10,44 ¢ 58,22 ¢
Graos 4 545,74+0,56 11,63+0,87 ° 10,10 ¢ 64,65 ¢
Gréos 5 568,97+0,40 11,53+0,20 *° 7,53°¢ 68,22 °

Valores médios de trés repeti¢des; Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si
(P<0,05), pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.

Pelo teste t para dados pareados com 5% de probabilidade (P<0,05), foi observado que
também existe uma diferenca significativa (t.a=4,79 e t »=2,78) entre as médias de inibicdo
da co-oxidagdo do [-caroteno/acido linoleico, confirmando o que foi observado nos
percentuais, 0s extratos aquosos de grdos de café apresentaram relativa superioridade de
inibicdo dos radicais formados durante a peroxidacao do acido linoleico.

Apenas o resultado do ensaio antioxidante com o radical livre DPPH, o extrato aquoso
dos grdos de café obteve um resultado inferior quando comparado com 0s extratos aquosos
das cascas residuais. O menor valor de ECso (mg.mL™), que expressa a concentracdo minima
de antioxidante do extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial de radicais
DPPH, nos extratos aquosos dos grdos foi 7,5 mg.mL™, enquanto para 0s extratos aquosos das
cascas 0 menor valor de ECsq foi 2,7 mg.mL™?, e quanto menor o valor de ECs, maior a
capacidade antioxidante do extrato. Amostras com maior teor fitoconstituintes como 0s
compostos fendlicos, ndo necessariamente sdo aquelas que apresentardo maior potencial
antioxidante (SOUSA et al.,2007; MILIAUSKAS et al., 2004) e essa varia¢ao no resultado do
ensaio com radical DPPH também pode ser justificada pela existéncia de possiveis diferencas
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estruturais entre os compostos fendlicos dos grdos de café com os fenolicos das suas cascas
residuais. Segundo Sousa et al. (2007) as propriedades antioxidantes dos compostos de
natureza fenolica estdo intimamente relacionadas com sua estrutura quimica, e como podem
existir diferenca entre os fitoquimicos presentes em tecidos de um mesmo vegetal, estas
possiveis variacbes demonstraram comportamento distintos no meio reacional, resultando
numa menor capacidade de sequestrar o radical DPPH pelos fitoconstituintes extraidos dos
grdos de café cru.
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4 CONCLUSOES

Os resultados evidenciam que é possivel obter compostos biotivos, como os fenolicos
totais, das cascas residuais do beneficiamento do café orgénico através da extragdo aquosa.
Destaca-se 0 potencial antioxidante in vitro deste residuo da agroinddstria, que no sistema [3-
caroteno/acido linoleico, apresentou significativo percentual de inibicdo da oxidacdo, assim
como demonstrou ser eficiente no sequestro do radical DPPH, confirmado pelo valor de ECs
encontrado. Dessa forma, a partir destes resultados, € possivel inferir que as cascas de café
podem ser uma fonte alternativa na obtencdo de fitoquimicos bioativos com potencial

antioxidante.
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CAPITULO Il — Desenvolvimento de bebida a partir da casca de Coffea
arabica organico: caracterizacdo quimica, potencial antioxidante e analise
sensorial

RESUMO

No processo de beneficiamento do fruto do cafeeiro é gerado como principal residuo as cascas
de café, que apresentam em sua composi¢cdo quimica fitoconstituintes semelhantes aos
presentes nos graos de café. A bebida café tem sido considerada um alimento funcional em
virtude dos fitoquimicos que podem trazer efeitos fisiologicos beneficios a salde, como agéo
antioxidante e psicoestimulante. No Iémen as cascas sdo usadas na producdo de bebida e,
além disso, atualmente existem produtos desenvolvidos a base do fruto inteiro de café, que
prometem poderosa acdo antioxidante. Dessa forma, objetivou-se com o estudo propor o
aproveitamento das cascas residuais de café arabica organico (Coffea arabica, L) na producéo
de bebida acrescida de concentrado de abacaxi, avaliar a composi¢do quimica, o potencial
antioxidante e a aceitacdo do novo produto por meio de andlise sensorial. Os resultados
indicaram que o extrato aquoso teve seu conteudo de fenolicos, taninos e flavonoides
melhorados, com o acréscimo do concentrado de abacaxi. Os fendlicos totais aumentaram de
484,3 mg EAG.100 g™ para 648,04 mg EAG.100 g™ na bebida antioxidante desenvolvida,
além disso, o potencial antioxidante frente ao radical DPPH teve seu valor de ECs
melhorado. O acréscimo do concentrado de abacaxi resultou também em maior aceitabilidade
do produto desenvolvido, visto que na bebida produzida apenas com as cascas o resultado da
aceitabilidade indicou que os provadores desgostaram de moderadamente a muito, j& a bebida
acrescida de concentrado de abacaxi teve médias que indicaram que os provadores gostaram
ligeiramente da bebida antioxidante desenvolvida.

ABSTRACT

In the beneficiation process of the coffee fruit is generated as main residue the coffee husks,
which features in its chemical composition similar to the phytochemicals present in coffee
beans. The coffee drink has been considered a functional food because of phytochemicals that
can bring physiological effects to health benefits such as antioxidant and psychostimulant. In
Yemen the barks are used in the production of beverage and, moreover, there is currently a
market product developed from the whole fruit of coffee, which promises a powerful
antioxidante action. Thus, the objective with the study propose the use residual barks of
organic Arabica coffee (Coffea arabica L) in production plus pineapple concentrate drink,
evaluate the chemical composition, the antioxidant potential and acceptance of the new
product by through sensory analysis. The results indicated that the aqueous extract had its
phenolic, tannins and flavonoids contente improved, with addition of concentrate pineapple,
total phenolics, for example, increased from 484.3mg EAG.100g™ to 648.04 mg GAE .100g™
in the developed antioxidant drinks, furthermore, the antioxidante potential in comparison to
the DPPH had improved its ECs, value. The pineapple concentrate addition also resulted in
greater acceptability of the developed product, because in the beverage produced with only
the barks the result of the acceptability showed that the tasters disliked from moderately to a
lot, since the drink added with pineapple concentrate had averaged rates that indicated the
tasters slightly liked the developed antioxidant drink.



49

1 INTRODUCAO

A cafeicultura € uma cultura perene, e tem sua produtividade influenciada pelas
condigdes do clima, pelo ciclo produtivo e pelos cuidados dispensados aos cafezais. A
producdo de café movimenta mais US$ 90.000 milhdes por ano, e vem em crescente ascenséo
em mais de 80 paises (RAMALHO et al., 2013). Dentre as diversas espécies de café
existentes, as principais do ponto de vista agroecondmico, sdo a Coffea arabica (café arabica)
e a Coffea canephora (café robusta). O café robusta é principalmente produzido em paises
como Vietnd e Indonésia, ja o cafée arabica é mais produzido no Brasil, Coldmbia, México,
Etiopia, e Guatemala (PETRACCO, 2005).

O grao obtido do beneficiamento do fruto do café é o produto de maior interesse
econdmico, e nesta operacdo sdo separados os gréos, da casca e da polpa que constituem o
fruto. Os gréos depois de beneficiados sdo destinados as industrias processadoras de produtos
derivados do café, como o café torrado e moido, café em grdos torrados para cafeteiras
elétricas, café soluvel, café em capsulas, dentre outros. O consumo do café esta associado
principalmente ao seu sabor e aroma peculiares, mas, além disso, este consumo vem
crescendo em virtude do café estar sendo apontado como um alimento funcional capaz de
trazer efeitos biologicos benéficos a saude, como psicoestimulante (DUNCAN; OXFORD,
2011) e antioxidante (ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012; MURTHY e NAIDU, 2012).

O café é uma mistura complexa de componentes quimicos, como alcoois
diterpendides, alcaloides (cafeina), e acidos fendlicos (&cido caféico, acido clorogénico,
dentre outros) (GEORGE, RAMALAKSHMI, MOHAN RAO, 2008). Considerando sua
composicdo fitoquimica, o café pode ser considerado uma das principais fontes de
antioxidantes da dieta em muitos paises (NATELLA; SCACCINI, 2012; TORRES; FARAH,
2010).

Juntamente com o beneficiamento dos grdos do café é produzida uma grande
guantidade de residuos. A agua da lavagem, polpa e principalmente as cascas de café, sdo os
residuos que podem significar uma fonte grave de contaminacdo ambiental se forem
descartados de maneira inadequada e sem nenhum gerenciamento. Em contrapartida esses
residuos da agroindustria cafeeira podem ter um destino final mais promissor, visto que 0s
mesmos apresentam potencial para serem empregados como substrato na obtencdo de
fitomoléculas, agregando assim valor a este residuo (SOCCOL et al., 1999).

Historicamente, o café comecgou a ser consumido como bebida preparada em infuséo,

onde era utilizado o fruto completo, cascas e grdos. Hoje apenas no Iémen as cascas sdo
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valorizadas. Com o advento tecnoldgico, atualmente em grande parte do mundo, o café é
consumido sob a forma de pd obtido dos grdos de café torrados. Além do 1émen, onde as
cascas sdo utilizadas na producdo de uma bebida conhecida como “earthy herb” (VARISCO,
1997), as cascas juntamente com 0s graos estdo sendo processadas para producdo de um
produto chamado CoffeeBerry®, que € um produto alimenticio produzido a base do fruto
inteiro de café ndo-torrado. O CoffeeBerry® promete acrescentar a dieta, altos niveis de
acidos fendlicos, monossacaridos e outros nutrientes do café, que ndo se perdem em virtude
do grdo ndo ser submetido ao processo de torrefacdo, que pode degradar alguns destes
constituintes antioxidantes.

Pelo exposto, objetivou-se com o presente estudo propor o0 aproveitamento das cascas
residuais de café arabica organico (Coffea arabica, L) produzido na Chapada Diamantina-Ba,
como matéria prima na producdo de bebida com fitoquimicos recuperados destes residuos,
avaliar a composicdo quimica, o potencial antioxidante e a aceitagdo do novo produto por

meio de analise sensorial.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério do Nucleo de Estudos em Ciéncia de
Alimentos (NECAL), Campus de Itapetinga-BA na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB). Foram utilizadas cascas residuais do beneficiamento dos frutos de café
(Coffea arabica L.) produzidos com manejo organico da safra 2014, cultivado na Fazenda
Floresta - Povoado de Pau Ferrado, municipio de Ibicoara-BA, localizada na regido da
Chapada Diamantina, meridional 13°, 24°, 50,7” latitude Sul e 41°, 17°, 7,4” longitude oeste
de Greenwich e altitude aproximada de 1.027 m acima do nivel do mar. A precipitacdo
minima anual é de 1.179 mm e méxima anual de 1.868mm, sendo o maior nivel encontrado de
outubro a marco (FAZENDA FLORESTA, 2012). O café organico é produzido no manejo
biodinamico e tem certificacdo Demeter (IBD, 2016), que identifica, mundialmente, os

produtos biodinamicos, fornecido pela certificadora IBD.

2.1 Analises microbioldgicas

Preliminarmente as cascas residuais de café organico (Coffea arabica L.) foram
submetidas a testes microbioldgicos, seguindo o que é preconizado pela legislagdo brasileira
para andlises em café, em conformidade com a Portaria n® 01, de 28 de janeiro de 1987, da
Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos (define critérios e padrdes

microbioldgicos para produtos expostos a venda ou de alguma forma destinados ao consumo).

2.1.1 Coliformes

Para a determinagdo de coliformes foi utilizada a metodologia descrita por Silva,
Junqueira e Silveira (2010), com 25 g representativos da amostra foram preparadas trés
diluicdes (107, 10, e 10°®) em 4gua peptonada a 1% estéril. Na fase presuntiva, aliquotas de
ImL de cada diluicdo foram inoculadas em trés séries de trés tubos contendo 9 mL de caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST), com tubo invertido para coleta de gas (tubo de Durhan). Os
tubos foram incubados a 35°C por 24-48 horas. A leitura dos tubos foi realizada observando
turvacdo e formacdo de gas. Na fase confirmativa efetua-se a transferéncia de aliquotas dos
tubos presuntivos positivos para tubos contendo caldo verde brilhante, esses devem ser
incubados a 35°C durante 24 a 48 horas e posterior identificacdo dos que tiverem crescimento
(positivo) de coliformes totais, identificado pela ocorréncia de producéo de gas nos tubos de

Durhan.
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2.2.2 Bolores e leveduras

Para a contagem padrdo de bolores e leveduras utilizou-se 25g da amostra de cascas
residuais de café organico foram preparadas trés diluicdes (107, 10% e 10°) em &gua
peptonada a 1% esteril. Para contagem padrao dos bolores e leveduras, 1 mL das dilui¢des foi
plaqueado, utilizando o meio Agar Batata Dextrose (BDA) acidificado com &cido tartarico
10% até pH 3,5. A incubac&o se deu em estufa bacteriologica a 25 °C por 5 dias, sem inverter
e em pilhas de trés placas. Passado o periodo de incubacédo, as placas foram contadas para
determinar o nimero de unidades formadoras de coldnia (UFC.g™) de bolores e leveduras,
utilizando a metodologia do Manual de métodos de analise microbiologica de alimentos
(SILVA et al., 1997).

2.2.3 Salmonella sp.

A anélise microbioldgica para presenca de Salmonella sp. nas cascas residuais de café
organico foi realizada retirando 25g representativos da amostra para pré-enriquecimento em
225ml de caldo lactosado, que ficou em incubacdo a 35°C por 24h. Para o enriquecimento
seletivo foram utilizados os caldos especificos (Rappaport-Vassiliadis e Selenito-Cistina) em
tubos, onde foram inoculados aliquotas de cultura do caldo lactosado, e permaneceram em
incubagdo a 35°C por 24h. O plagueamento diferencial foi realizado a partir dos tubos do
enriquecimento seletivo, foi realizado o estriamento com uma al¢ada na superficie de meios
de cultura especificos, levando essas placas para incubacdo em estufa a 35°C por 24 horas. Foi
considerado positivo as placas que As placas que apresentarassem culturas tipicas, conforme
descrito por Silva, Junqueira e Silveira (2010), devem ser submetidas aos testes bioquimicos

de Citrato de Simmons e Vermelho de Metila.

2.2 Fatores antinutricionais

2.2.1 Acido oxalico

Na determinacdo do &cido oxalico adotou-se a metodologia proposta por Lourdes e
Jokl (1990). O metodo consiste na extracdo do acido oxalico sob aquecimento, em presenca
do &cido cloridrico, sendo precipitado e quantificado pela titulagio com permanganato de

potassio. Os resultados foram expressos em mg.g™ da amostra seca.



53

2.2.2 Hemaglutinas

A atividade hemaglutinante foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Figueroa e Lajolo (1997), e se baseou na extracdo da hemaglutinina das cascas de café em
solucdo de NaCl, com agitacdo constante por trés horas a temperatura ambiente, seguindo
com a filtracdo em filtro de papel em sistema a véacuo. A estimativa da atividade aglutinante
foi realizada em placa de microtitulacdo, foi adicionando suspensdo de eritrocitos (sangue
humano tipo A-) com o extrato das cascas, em uma série de dilui¢bes, mantendo o sistema em
repouso por uma hora, a temperatura ambiente. A leitura € realizada de forma visual, para
verificar a formacdo ou ndo de aglutinacdo das células sanguineas. Como controle negativo
foi utilizado apenas suspensdo de eritrocitos, e como controle positivo foi utilizado extrato de

feijao preto.
2.3 Producdo de extratos aquosos das cascas residuais de café organico

Depois de realizado os ensaios preliminares com as cascas de café, esta foram
utilizadas para produzir extrato aquoso utilizando 2,0 g da amostra de cascas, em 150 mL de
agua deionizada, com aquecimento do sistema até atingir a temperatura de 100°C, e
manutencdo da fervura por 10 minutos. O extrato foi arrefecido a temperatura ambiente,
filtrado e acondicionados em frascos ambar, identificados e armazenados sob-refrigeracdo
(10£2°C).

2.4 Preparo do concentrado de abacaxi

Abacaxis maduros foram obtidos no comércio local na cidade de Itapetinga-Ba. Os
frutos foram higienizados em agua corrente, descascados, cortados e mantidos sob-
refrigeracdo (£10°C) até serem triturados em liquidificador, obtendo assim a polpa do abacaxi
que foi filtrada em coador de tecido “voil”, de tecelagem lisa e quadrada. Este foi concentrado
em evaporador rotatério a 50°C, foi utilizado como parametro para findar a concentracdo da
polpa de abacaxi, leitura refratométrica dos graus Brix da amostra a 20°C, até verificacdo

minima de 25° Brix.

2.5 Preparo da bebida em diferentes concentragoes

A bebida foi preparada misturando o extrato aquoso das cascas com o concentrado de
abacaxi. Foram preparadas bebidas em trés concentracfes diferentes, 0%, 10% e 20% de
concentrado de abacaxi. A bebida foi produzida sob-rigido controle de higiene, néo

oferecendo riscos a salde. Depois de fabricadas as bebida foram armazenados sob-
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refrigeracdo (10£2°C), até a realizagdo da analise sensorial, sendo servida gelada aos

voluntarios participantes do teste.

2.6 Andlise sensorial

O teste foi realizado no Laboratorio de Analise Sensorial da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, campus Itapetinga-Ba, e os voluntarios ndo treinados, sendo estes
estudantes e funcionérios da instituigdo. A analise sensorial foi realizada aplicando a escala
hedbnica estruturada de nove (9) pontos, em que as avaliages variam de gostei muitissimo
(valor 9) e desgostei muitissimo (valor 1). Cada provador recebeu uma amostra de cada
formulacéo identificada por cddigo numérico, amostra esta que foi servida gelada 10°C+2°C
acompanhada de um copo com agua mineral, a ficha de analise sensorial (Anexo 1) e o termo
de consentimento livre esclarecido (Anexo 2). Ao servir as amostras, 0os provadores eram
orientados que entre a prova de uma amostra e outra, fizesse o branco com agua, para que o
sabor de uma amostra ndo interferisse na percep¢do da amostra seguinte. As amostras
receberam duas sequencias aleatérias de cddigos numéricos de trés digitos escolhidos
aleatoriamente, a primeira sequéncia foi 231, 704 e 869, que correspondeu respectivamente a
formulacdo 1 (0% de concentrado de abacaxi), formulacéo 2 (10% de concentrado de abacaxi)
e formulacdo 3 (20% de concentrado de abacaxi). A segunda sequéncia foi 107, 441 e 785,
que correspondeu respectivamente a formulacdo 1 (0% de concentrado de abacaxi),
formulacdo 2 (10% de concentrado de abacaxi) e formulacdo 3 (20% de concentrado de
abacaxi).

Juntamente com a analise sensorial foi realizado o teste de intencdo de compra do
produto desenvolvido. Este teste se deu com avaliagdes que variaram de “certamente eu
compraria” a “certamente eu ndo compraria”’. Além disso, foi questionado ao provador
voluntario se era possivel identificar de que matéria prima a bebida era produzida. Para a
realizacdo deste teste, a proposta da pesquisa foi submetida & avaliacdo pelo Comité de Etica

em Pesquisa da UESB.

2.7 Composigdo quimica e andlise antioxidante

Os ensaios para determinar a composi¢do quimica e andlise sensorial foram realizadas
na bebida com a formulagéo 1 que era basicamente o extrato aquoso das cascas residuais de
café organico e com a formulacdo 2 que era constituida do extrato aquoso das cascas residuais
de café orgénico acrescida com 10% de concentrado de abacaxi. Foram determinados o teor

de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e taninos condensados. E o potencial
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antioxidante das formulac@es 1 e 2 foi avaliado por meio de ensaio in vitro com o método do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).

2.7.1 Determinagéo de fenolicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada utilizando o
reagente de Folin-Ciocauteau (RFC). Aliquotas de 0,5 mL das formulagdes foram transferidas
para tubos de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, diluido
em é4gua destilada 1:10 (v.v'). Agitou-se a mistura que permaneceu em repouso por 8
minutos. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de carbonato de sédio a 4% (p.v™*) e os tubos
foram deixados em repouso por uma hora, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 740
nm em espectrofotbmetro UV Mini 1240, Shimadzu Co. Os fendlicos totais foram
quantificados através da curva do acido gélico (R°=1), e foram expressos como equivalentes

de &cido galico (EAG) por 100 g de matéria seca da amostra.

2.7.2 Determinacdo de flavonoides totais

A determinacéo de flavonoides foi realizada em conformidade com Woisky e Salatino
(1998), a aliquotas de 0,5 mL das formulacgdes da bebida desenvolvida foi adicionado 1,5 mL
de alcool etilico e 0,2mL de cloreto de aluminio 10%, a mistura reacional nos tubos foram
homogeneizadas e acrescentou-se 0,1mL de acetato de potdssio 1M e 2,8 mL de agua
destilada. Os tubos foram novamente homegeneizados e mantido em repouso por 30 minutos.
As leituras das absorbancias foram feitas em espectrofotémetro UV Mini 1240, Shimadzu Co.
a 415 nm. A quantificacdo de flavonoides foi feita por meio de uma curva analitica de
quercetina variando sua concentracdo de 0,05 a 1,00 mg.mL™. Os flavonoides totais foram
quantificados através de curva de quercetina (R*= 0,99), e foram expressos em mg equivalente

de quercetina (EQ) por 100 g de matéria seca da amostra.
2.7.3 Determinacdo dos taninos condensados - Método da vanilina

A mistura reacional foi constituida por 0,5 mL das formulagdes testadas com 3 mL da
solugdo metandlica de vanilina (4%, m.v') e homogeneizados vigorosamente. Posteriormente
foram adicionados 1,5 mL de HCI concentrado, e novamente agitados. A mistura foi mantida
a temperatura de 28+2°C por 20 minutos. Procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro
Shimadzu UV mine 1240 a 500 nm. A quantificacdo de taninos foi feita atraves de uma curva

analitica de catequina variando sua concentragdo de 0,01 a 0,05 mg.mL™. Os taninos totais
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foram quantificados através de curva de catequina (R*= 0,95), e foram expressos em mg
equivalente de catequina (ECTQ) por 100 g de matéria seca da amostra.

2.7.4 Metodo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando-se o0 método adaptado
de Brand-Wiliams (1995). O método fundamenta-se na reducdo do radical DPPH® (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes presentes no extrato, resultando num decréscimo da
absorbancia. A partir das formulacdes 1 e 2 foram preaparas amostras em cinco concentragdes
diferentes e aliquotas de 1,0 mL dessas concentracdes foram levadas a tubos de ensaio, e
adicionou-se a cada tubo 4 ml de uma solucdo etandlica de DPPH 0,06 mM. As anélises
foram realizadas em triplicata. Apds 30 minutos, a absorbancia da amostra foi lida em 515 nm
em espectrofotbmetro UV Mini 1240, Shimadzu Co. A amostra controle foi submetida as
mesmas condi¢cdes com solucdo de etanol a 80% no lugar das amostras. Para cada
concentragdo dos extratos, foi calculado o percentual de inibicdo do DPPH (Equagéo 01). A
partir da porcentagem de inibi¢cdo do DPPH das cinco concentragdes diferentes produzidas a
partir das formulaces testadas, foram construidos os graficos de dispersdo, plotando-se no

eixo Y essas porcentagens e no eixo X a concentracéo dos extratos (mg.mL™).

Equacéo 1:

% de inibicio do DPPH= (Leitura do controle — Leitura da Amostra) x100
{Leitura do Controle)

Os resultados foram expressos em Concentracdo Efetiva 50% (ECsg). A ECso expressa
a concentragdo minima (mg.mL™) de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracéo inicial de DPPH. Para calcular o ECs utilizou-se a equacdo da reta, substituindo
o valor de Y por 50 para obter a concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do
DPPH. Os valores de ECsp mais proximo a zero sdo considerados com melhor potencial

antioxidante.
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2.8 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) e
todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados da composicdo quimica e
potencial antioxidante foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
para comparacao das médias ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa Statistica®
6.0. Diferencas entre as medias no nivel de 5% (P<0,05) serdo consideradas significantes.

Os resultados da analise sensorial foram submetidos a analise de regressdo afim de
verificar a existéncia de uma relacdo funcional entre a nota de aceitacdo do novo produto em
relacdo a adicdo do concentrado de abacaxi nas formulacdes. Foi escolhido o modelo
matematico linear para explicar a relacdo entre a concentracdo do concentrado de abacaxi com

a nota de aceitacdo da bebida testada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises microbioldgicas

Nas analises microbioldgicas para microrganismos dos grupos de coliformes, os
resultados foram negativos (Tabela 1), indicando assim que as cascas residuais de café arabica
organico ndo apresenta a presenca destes microrganismos. Os coliformes séo enterobacterias,
que crescem na presenca de sais biliares e produzem &cido e gas, derivados da lactose, dentro
de 48 horas a 37°C, e na analise realizada, em nenhum tubo foi observada a formagéo de gas.
Os resultados das analises microbioldgicas para salmonelas, ndo foi observado formacéo de
nenhuma colénia com morfologia tipica deste microorganismo, que sdo col6nias com centros
pretos. Os fungos filamentosos e leveduras apresentaram também indicaram auséncia destes

contaminantes microbiologicos na matéria-prima.

Tabela 8- Contagem microbioldgica de coliformes, Salmonela sp. e bolores e leveduras

Amostra Coliformes Salmonella sp. Bolores e Leveduras
(UFC.g™h
Casca de Café Ausente Né&o houve crescimento Néao houve crescimento

Fonte: Dados da pesquisa.

Esses resultado de auséncia de contamina¢do microbiana pode ser atribuida a eficacia
do processo de higienizacdo, bem como ao fato da matéria-prima ser um material seco que
dificulta em partes o crescimento desses microorganismos. A especificacdo da OMS € de no
méximo 5,0 x 107 UFC.g" de contaminacdo por coliformes, 50 x 104 UFC.g™" de
contaminagéo por bolores e leveduras para materiais vegetais destinados ao uso na forma de
chas e infusdes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

3.2 Fatores antinutricionais

Na investigacdo de hemaglutininas o resultado foi de auséncia destes antinutrientes
(Tabela 9). As hemaglutininas sdo glicoproteinas que podem se aglutinar com algumas
células, como os eritrocitos, que sdo as células vermelhas sanguineas (REYNOSO-
CAMACHO et al., 2003).
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A interacdo das hemaglutinas com as celulas tem especificidade do sitio de ligacao e,
além disso, apresenta a necessidade de um fon metélico como Ca*? e Mn*? (VAN DAMME et
al.,, 1998). A ligacdo das hemaglutininas com as células resulta em degeneracdo de
membranas celulares da mucosa do trato gastrointestinal, causando inflamacéo e interferindo
na absorcéo de nutrientes (SGARBIERI, 1987). Elas sdo estaveis contra a acdo de um grande
namero de enzimas proteoliticas, mas sdo labeis ao calor, tendo sua acao especifica destruida
pelo cozimento (JAFFE, 1980).

Tabela 9- Fatores Antinutricionais: hemaglutinas e acido oxalico
Amostra Hemaglutinas Acido Oxalico

(mg.100 g™ de amostra)
Casca de Café Ausente 3,31

Fonte: Dados da pesquisa.

J& o oxalato foi detectado na casca de café, e este antinutriente pode estar presente em
grande parte dos alimentos de origem vegetal (LOPES, 2009) em concentracdes variadas.
Apresenta efeito toxico no organismo, como a capacidade de formar complexos com célcio, o
oxalato de célcio, que € excretado pela urina. O excesso desses complexos tende a aumentar o
risco de formac&o de calculos renais, e a agdo antinutricional esta relacionada com a reducédo
da biodisponibilidade do célcio no organismo. O célcio é de extrema importancia para
diversos processos fisioldgicos no organismo humano (BENEVIDES et al., 2011) como na
formacédo estrutural dos ossos e dos dentes, atua juntamente com a vitamina K, nos sistema
circulatério, auxiliando na coagulagdo do sangue, dentre outras. Alimentos como 0 morango,
espinafre, beterraba, nozes, farelo de trigo, chocolate, cha, café sdo fontes de &cido oxalico
(DUNCAN et al, 2002). O resultado observado para os oxalatos sdo baixos quando
comparados ao espinafre e a carambola, que em estudos apresentaram 180 mg.100 g™ e 730
mg.100 g*. Os autores dos estudos salientam ainda que esses dois alimentos ndo tém seu
consumo recomendado principalmente por pessoas que apresentem tendéncia a formacdo de
calculos renais, ou pessoas que tenham artrite, reumatismo e gota (MOREIRA et al., 2010;
MASSEY et al., 2007).
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3.3 Composi¢ao quimica e anélise antioxidante

O resultado da caracterizagdo fitoquimica do extrato aquoso das cascas de café
organico evidenciou que este residuo apresenta um teor elevado de polifendis, assim como na
bebida com o concentrado de abacaxi. De acordo com teste de Tukey (P<0,05) foram
verificadas diferencas significativas entre as amostras. O acréscimo do concentrado de
abacaxi no extrato aquoso das cascas de café também aumentou o teor de flavonoides totais e
taninos condensados como pode ser observado na tabela 8.

Os polifendis sdo constituintes bioativos que estdo presentes nos vegetais e sdo
consideradas substancias ndao nutricionais, que atualmente tem seu consumo recomendado,
pois podem contribuir na manutencdo da satde humana. O teor de polifendis varia de acordo
com a especie vegetal, fatores edafocliméticos, parte da planta utilizada na extracdo, bem
como o método empregado para obtencdo destes fitoconstituintes do tecido vegetal (SIMOES
et al., 2000).

Tabela 10- Caracterizacdo quimica das formulacGes desenvolvidas a partir das cascas de café
arébica organico

Fendlicos Totais Flavonoides Totais Taninos Condensados

(mg EAG.100g™) (mg EQ.100™ g) (mg de CTQ.100g™)
Formulacéo 1* 484,30 i(),01b 8,47 + 0,01b 2,12 iO,Olb
Formulago 2** 648,04 +0,00° 13,30 0,03 2,52 +0,01°

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
*0% de concentrado de abacaxi; **10% de concentrado de abacaxi.
Fonte: Dados da pesquisa.

Em estudo realizado com polpas de frutos tropicais, o teor de compostos fendlicos
totais no extrato aquoso da polpa de acerola, caja, caju e goiaba foram respectivamente 835,25
mg.100 g*, 70,92 mg.100 g, 201,61 mg.100 g* e 104,76 mg.100 g* (VIEIRA et al, 2011).
O teor de compostos fendlicos presentes nos vegetais, depende de caracteristicas genéticas,
bem como de outros fatores, como clima (temperatura e umidade), propriedades quimicas do
solo, regido de cultivo, entre outros aspectos (JALIL e ISMAIL, 2008).

O abacaxi (Ananas comosus) foi a fruta escolhida para producdo da bebida

basicamente por suas caracteristicas sensoriais, visto que € uma é uma fruta abundante em
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acucar quando maduros e rico em sais minerais e vitaminas. Em 100g de polpa fresca de
abacaxi pode conter em média cerca de 89% de agua, 0,3% de proteina e 5,8% de glicidios
(SOARES et al., 2004). O esperado é que a polpa de abacaxi concentrada fosse capz o
suficiente de adocar a bebida desenvolvida, a ponto de ndo ser necessaria a utilizacdo de
nenhum acucar processado ou qualquer outro tipo edulcorante. A caracterizagdo quimica
revelou que o concentrado de abacaxi também apresenta fitoquimicos em sua constituicdo,
como pode ser observado no aumento no teor de polifendis, de flavonoides e os taninos
condensados. Em estudo desenvolvido com o extrato aquoso do residuo de polpa desta fruta,
os resultados indicaram uma média 8,60 mg.100 g de fendlicos totais (SOUSA et al. 2011).
O resultado do potencial antioxidante das formulagfes (Tabela 11) exibiu boa
atividade antioxidante para a bebeida desenvolvida a partir das cascas residuais de café
organico. A atividade antioxidante pelo método DPPH foi expresso em concentracao efetiva
50% (ECso), que determina a concentracdo minima de antioxidante necessaria para reduzir em
50% a concentracdo inicial de DPPH, e quanto menor o valor de ECsp, maior o potencial

antioxidante da amostra.

Tabela 11- Capacidade antioxidante, expressa como ECsp, do extrato aquoso das cascas de
café e da bebida antioxidante, utilizando o radical livre DPPH.

Amostras DPPH
ECso (mg.mL-1)

Extrato Aquoso das Cascas de Café 3,44°

Bebida Antioxidante 0,94°

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.

A formulacdo 1 com 0% da polpa de abacaxi concentrada o valor de ECsy observado
demonstra que as cascas podem ser fonte na obtencdo de compostos com potencial
antioxidande. A formulacdo 2 com 10% da polpa de abacaxi concentrada na sua composicéao,
o valor de ECs foi ainda melhor, ja que foi ainda menor do que o observado na formulagéo 1.

Como citado anteriormente, a polpa do abacaxi concentrado foi utilizada apenas com a
finalidade de contribuir nas caracteristicas sensoriais da bebdida desenvolvida, no entanto,
observa-se que o0 acréscimo da mesma contribuiu, mesmo que de maneira nao tdo expressiva,
na composicdo quimica e no potencial antioxidante. A partir dessa sutil variacdo nos
resultados, pode-se inferir que o abacaxi que tém em sua composi¢cdo quimica metabolitos

secundarios com potencial antioxidante frente ao radical DPPH.
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3.3 Andlise sensorial

Como a casca residual do café ardbica organico ndo apresentou microorganismos
patogénicos foi possivel produzir a bebida antioxidante a partir desta matéria prima, visto que
ndo significaria riscos para os provadores voluntarios. Os resultados da analise sensorial em
escala hed6nica indicou que a amostra produzida apenas da decocgdo das cascas de café
arébica organico ndo obteve um bom resultado na aceitacdo dos atributos avaliados pelos
provadores ndo treinados. Apenas no atributo textura ndo foi observada diferenca na aceitacéo
entre as bebidas (Tabela 12).

Tabela 12- Atributos sabor, textura, aroma e aspecto global da bebida antioxidante
desenvolvida com as cascas residuas de café organico com diferentes concentracbes do
concentrado de abacaxi

Amostra Sabor Textura Aroma Impressao Global

Formulacdo 1* 2,96+1,88° 542+2,08%  4,25+2,06" 3,75+1,90°

A **
Formulagéo 2 4,86+2,02° 548+2,00° 5,44+191° 5,05+2,01°

Formulagéo 3*** a a a a
548+2,11° 5,78+1,88" 544+1,95 5,48+2,05

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey.
*0% de concentrado de abacaxi; **10% de concentrado de abacaxi; ***20% de concentrado de abacaxi.
Fonte: Dados da pesquisa.

O resultado do produto sem o acréscimo do concentrado de abacaxi (Amostra 0%)
pode esta associada as caracteristicas da amostra, que apresentou o sabor doce diminuido, e 0
atributo sabor, € uma propriedade sensorial que esta diretamente relacionada aos teores de
acucares e acidez dos produtos (JAEKEL et al., 2010).

A polpa de abacaxi antes de passar pelo processo de concentragdo apresentava solidos
sollveis a 20° C igual a 18°Brix. O teor de sélidos soltveis (°Brix) € uma variavel de grande
relevancia ja que é um parametro que esta intimamente relacionado com a garantia de sabor
do produto avaliado. Os sélidos soltveis da polpa apresentou valor acima do valor minimo
preconizado pelas Normas de Classificacdo do Abacaxi (CEAGESP, 2003) que é de 12 °Brix

para fruto considerado maduro. O abacaxi € uma fruta tropical com caracteristicas sensoriais
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atrativas, principalmente no sabor e no aroma, além de ser uma importante fonte de acido
ascorbico, minerais e fitoquimicos antioxidantes (RAMALLO & MASCHERONI, 2012). O
processo de concentracdo da polpa do fruto in natura em evaporador rotatério retirou a agua,
acentuando as caracteristicas sensoriais. A polpa concentrada do abacaxi apresentou teor de
solidos soluveis a 20° C igual a 29°Brix. O acréscimo da mesma nas formulacdes
desenvolvidas foi o fator que determinante para aumentar as notas de aceitacdo do produto,
pois a polpa concentrada de abacaxi contribuiu significativamente no flavor da bebida.

Os resultados evidenciaram que o0 modelo matematico linear (Tabela 13) foi adequado
para explicar a variacdo na concentracdo da polpa de abacaxi concentrada em relacdo a nota
de aceitagdo da bebida, pois a medida que se aumentou a concentracdo do mesmo, foi
observada uma maior aceitagdo do novo produto.

Os resultados mostram que existiu uma resisténcia dos provadores com 0 novo
produto. A média geral é que a formulacdo produzida apenas das cascas de café arabica
orgénico ndo apresentou boa aceitabilidade, com valores em torno de 2 a 3 de média o que
indica que os provadores “desgostaram de moderadamente a muito” do novo produto. Ja a
mesma bebida acrescida de concentrado de abacaxi teve médias girando em torno de 5, o que
indica que os “provadores foram indiferentes” ou “gostaram ligeiramente” do produto

desenvolvido.

Tabela 13- EquacOes de regressdo com significancia e coeficiente de determinacdo para
bebida antioxidante desenvolvida com as cascas residuas de café organico com diferentes
concentracdes do concentrado de abacaxi

Atributos Modelo linear Probabilidade R’

Sabor y = 3,176 + 0,126X < 0,0001 0,919
Aroma y = 4,448 + 0,0596x 0,0027 0,75
Impressdo Global y = 3,897 + 0,0865x < 0,0001 0,919

X: % do concentrado de abacaxi
Fonte: Dados da Pesquisa.

Na intencdo de compra os resultados ratificaram esses resultados, sendo que 55% dos
voluntarios responderam que certamente ndo comprariam a amostra sem 0 acréscimo do
concentrado de abacaxi. Ja para as amostras que foram adicionadas o concentrado de abacaxi,
a maioria dos provadores voluntérios alegou que talvez comprasse ou ndo comprasse 0 Novo

produto, confirmando assim a indiferenca dos mesmos perante 0 novo produto.
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Atualmente é notoria a busca pelo desenvolvimento de novos produtos a partir de
residuos ou subprodutos da agroindustria. Em estudo desenvolvido por Souto-Maior e
Novello (2014), os autores propuseram a producdo de bebida elaborada & base de extrato de
fragmentos de arroz e polpa de abacaxi com hortela e os resultados do teste sensorial para 0s
atributos sabor, textura e aroma foram em média 6,24; 6,4; e 6,08 respectivamente, sugerindo
que os provadores gostaram de ligeiramente a muito. O resultado desse estudo juntamente
com o resultado obtido na andlise sensorial das formulagdes desenvolvidas no presente estudo
indica que ainda existe resisténcia na aceitacdo de novas bebidas produzidas a partir de
matéria prima pouco usual para estes fins.

Quanto ao questionamento sobre de que era feita as formulacGes desenvolvidas, as
respostas foram as mais variadas possiveis. Poucos foram os que responderam que se tratava
de um produto feito com residuos ou subproduto do café e polpa de abacaxi. Muitos
acreditaram se tratar de bebida feita a base de tamarindo, possivelmente em virtude da cor da
bebida e o aroma, que pouco lembra o café. Muitos responderam também que a bebida
poderia ter sido feita a partir de mistura de ervas (boldo, sene, umburana), ou mistura de cha

de ervas, ndo especificadas, com suco de abacaxi.
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o presente estudo evidenciam o potencial que as cascas
residuais do beneficiamento do café ardbica orgénico tém como fonte de extracdo de
fitoquimicos com agdo antioxidante, bem como a possibilidade de reaproveitar 0s
constituintes quimicos naturais antioxidantes através da extracdo aquosa para producdo de
bebidas, agregando valor a estes residuos. Ademais, foi possivel verificar que a formulacao
desenvolvida a partir das cascas residuais de café organico teve suas caracteristicas sensoriais
melhoradas com o acréscimo do concentrado de abacaxi, que além de melhorar o sabor,
contribuiu sinergicamente no potencial antioxidante da bebida. Dessa modo, outras
formulacbGes podem vir a serem desenvolvidas, a fim de que se obtenha um produto que
aproveite todo o potencial antioxidante deste residuo e que alcance uma maior aceitabilidade

dos consumidores.
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Home:

Amostra: BEBIDA ANTIOXTDANTE GELADA

Teste de Acettacio

Por favor, avalie cada amostra utilizande a escala abaixo para descrever o quanto vocg gostou ou

desgostou das amostras:

(9) Gostei extremamente

{3) Gostei muito

{7} Gostei moderadamente

{(6) Gosteiligeiramente

(3) Indiferente

{4) Desgostei ligeiramente

{3) Desgostei moderadamente
(2) Desgostei muito

(1) Desgostei extremamente

AMOSTRA

Sahor

Textura

Aroma

Impressio Global

Avalie as amostras com relagiio amntencio de compra:

AMOSTRA

Certamente compraria

Possivelmente compraria

Talvez comprasse/talvez nio comprasse

Possivelmente nfio compraria

Certamente nfo compraria
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Apéds provar a bebida antiomidante, wocf consegue  identificar  de

bebida;
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g ferita a

Comentanos:
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Anexo 02

Termo de consentimento — Anéalise sensorial

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB
Mestrado em Engenharia de Alimentos

A TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Convite a participacao na Analise Sensorial

Convidamos vocé a participar como provador do experimento de pesquisa de Mestrado em
Engenharia de Alimentos cujo objetivo € obter bebida antioxidante gelada.

Pesquisadores: Jorge Vitério Gomes das Neves (Mestrando), Prof. Marcondes Viana da Silva
(Orientador) UESB - Itapetinga.

Objetivo desta pesquisa: Avaliar a aceitagdo sensorial de bebida antioxidante gelada.

Beneficios: Desenvolvimento de bebida antioxidante rica em fitoquimicos naturais, como flavonoides
e compostos fenolicos, que trazem efeitos benéficos a salde humana, ja que podem combater acdes
danosas dos radicais livres no organismo humano.

Riscos: Os produtos a serem experimentados foram fabricados sob rigido controle de higiene, nao
oferecendo riscos a salde. Entretanto, pessoas com algum tipo de diabetes é recomendado ndo
consumir.

Confiabilidade: Sera garantido total sigilo a respeito da participacdo dos julgadores nessa pesquisa.
Os resultados serdo divulgados em eventos e periodicos cientificos das areas de nutri¢do e ciéncia e
tecnologia de alimentos.

Direito de recusa ou desisténcia: O julgador pode desistir de participar dessa pesquisa a qualquer
momento, sem que iSO ocasione quaisquer prejuizos.

Questdes: Jorge Vitdrio Gomes das Neves, pesquisador responsavel por esse estudo, discutiu estas
informacBes comigo, oferecendo-se para esclarecer as minhas duvidas. Caso tenha perguntas
adicionais, poderei contata-lo pelo telefone (77) 3261-8461 ou e-mail: jorgevitorioneves@gmail.com

Participagdo na pesquisa: Se eu aceitar participar deste estudo, irei provar as amostras de bebida
antioxidante e preencher a ficha de avaliacéo.

Consentimento: Eu, , Portador (a) do RG de
N° , concordo em participar desta pesquisa na qualidade de julgador da bebida
antioxidante gelada. Recebi uma copia do presente termo de consentimento (22 via) e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

Itapetinga, de de 2015.

Assinatura:

Jorge Vitério Gomes das Neves Marcondes Viana da Silva
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