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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo quimica dos compostos bioativos
presentes em cascas de café da espécie arabica, bem como a influéncia do
branqueamento na preservacao desses compostos. Foi realizada a quantificagcdo dos
compostos fenodlicos extraiveis e ndo extraiveis pelo Ensaio Folin-Ciocalteu, das
proantocianidinas extraiveis (EPA) e néo extraiveis (NEPA) por método
espectrofotométrico e de trigonelina e cafeina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Também foi realizada a identificacdo dos compostos fendlicos por
CLAE e a avaliacdo da composi¢do quimica dos polissacarideos por cromatografia a
gas. Todas as amostras apresentaram alto teor de compostos fendlicos (> 500mg
EAG/100g), sendo que o branqueamento contribuiu para preservacdo de fendlicos nao
extraiveis, porém, ocasionou perda de fendlicos extraiveis. Os valores de EPA e NEPA
encontrados em todas as amostras foram superiores aos valores encontrados na
literatura para maca, péssego e nectarina. Com os resultados obtidos, pode-se dizer
que quantidades significativas de cafeina e trigonelina da fruta de café estdo nas
cascas e que o branqueamento contribuiu significativamente para perdas desses
compostos. Os compostos fendlicos identificados nas amostras foram &cido
clorogénico e acido protocatecuico, sendo que 0 branqueamento preservou o acido
clorogénico e ocasionou perdas do &cido protocatecuico nas amostras. Os
monossacarideos presentes nas amostras foram semelhantes aos encontrados em
borra de café, exceto pela presenca de xilose, o que indica a presenca de xilanas e
xiloglucanas em cascas de café. Com os resultados obtidos, conclui-se que cascas de
café apresentam um elevado potencial bioativo, podendo ser utilizadas para diversos

fins.

Palavras-chave: Casca de Café. Compostos Bioativos. Compostos Fendlicos.



ABSTRACT

The objective of this work was the chemical characteristics of the bioactive
compounds present in coffee husks of the Arabica species, as well as the influence of
bleaching on the preservation of these compounds. The quantification of extractable
and non-extractable phenolic compounds was carried out by the Folin-Ciocalteu
Assay, the extractable proanthocyanidins (EPA) and non-extractable
proanthocyanidins (NEPA) by a spectrophotometric method and trigonelin and
caffeine by high performance liquid chromatography (HPLC). The identification of the
phenolic compounds was also carried out by HPLC and the determination of the
monosaccharides composition of the polysaccharides by gas chromatography. All
samples presented high contents of phenolic compounds (> 500mg EAG/100 g), and
bleaching contributed to the preservation of non-extractable phenolics, but caused the
loss of extractable phenolics. The values of EPA and NEPA determined for all
samples were higher than the values found in the literature for apple, peach and
nectarine. With the results obtained, it can be stated that more than half of the caffeine
and trigonelin contents of the coffee fruit are in the husks and that bleaching
contributed significantly to the losses of these compounds. The phenolic compounds
identified in the samples were chlorogenic acids and protocatechuic acid. Bleaching of
the husks preserved fairly the chlorogenic acids and caused losses of the
protocatechuic acid in the samples. The monosaccharides present in the samples
were similar to those found in spent coffee grounds, except for the presence of xylose,
which indicates the presence of xylans and xyloglucans in coffee husks. With the
results here in obtained, it is concluded that coffee husks have a significant potential
as a source of bioactive compounds and can be thus proposed for use in several

applications in the food sector.

Keywords: Coffee Husks. Bioactive Compounds. Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

O café é o segundo produto comercial mais importante do mundo, depois
do petroleo, e € consumido por cerca de um terco da populacdo mundial (PONTE,
2002; VERBIST et al., 2005). Os principais produtores de café no mundo sdo Brasil,
seguido por Vietna, Colébmbia, Indonésia, Etidpia e india. Em 2016, a producdo de
café no Brasil foi de 3.300.000 toneladas, seguido do Vietnd com 1.530.00 toneladas
(ICO, 2017).

A planta Coffea produz flores brancas, que se desenvolvem em frutas de
formato oval. Cada fruta consiste em polpa, mucilagem, exocarpo e geralmente duas
sementes centrais. Os frutos imaturos sdo verdes, mas quando amadurecem ficam
vermelhos ou amarelos. Apenas as sementes da fruta séo utilizadas para produzir a
bebida conhecida como café (SMITH, 1987). Atualmente, sdo cultivadas duas
espécies comerciais em nivel mundial: Coffea arabica e Coffea canephora. A Coffea
arabica é a espécie de café mais antiga que se conhece, sendo considerada a
espécie de maior valor comercial. E responsavel por 75 a 80 % da producdo mundial
e é a espécie mais cultivada no Brasil (BELITZ et al., 2009).

Muitos nutrientes benéficos do café sdo removidos durante o
processamento do grao ou destruidos na torrefacdo. O processamento do gréo de
café pode ser feito por trés maneiras diferentes: a seco, semi-Umido e Umido
(HEIMBACH et al., 2010; RATTAN et al., 2015). O processamento a seco € a técnica
mais simples e comum de beneficiamento de frutos de café, e que representa quase
90 % da forma como os gréos colhidos sao beneficiados (SAENGER et al., 2001). O
principal subproduto do processamento a seco é composto por casca, polpa e
pergaminho, todos juntos em uma unica fracdo, denominado cascas de café, sendo
que, para cada quilograma de gréos de café produzido, € gerado, aproximadamente,
um quilograma de cascas no processamento a seco (FRANCA; OLIVEIRA, 2009).

Devido ao elevado consumo de café, quantidades significativas de
residuos sao gerados, sendo estes téxicos e apresentando efeitos ambientais
negativos. E possivel obter a partir dos residuos de café: pectina bruta, aclcares,
compostos antioxidantes, flavondides e alguns corantes naturais (PRATA,;
OLIVEIRA, 2007; RATTAN et al.,, 2015). Do ponto de vista industrial, a extracao



17

destes materiais poderia reduzir significativamente os problemas de poluicdo com as
aguas residuais (MUSSATO et al., 2011; RATTAN et al., 2015).

A utilizacdo em grande escala dos residuos de café em todo o mundo é
um desafio devido a cafeina, fendis livres e taninos (polifendis), que sado conhecidos
por serem toxicos para muitos processos vitais (FAN et al., 2003). Muitos esforgos
tém sido feito pelos pesquisadores para desenvolver métodos para a utilizacdo de
residuos de café como matéria-prima para a producdo de alimentos, bebidas,
vinagre, biogas, cafeina, pectina, enzimas pécticas, proteinas e compostagem
(RATTAN et al., 2015).

E de grande importancia que a producdo de café seja realizada com
destinacdo adequada dos residuos resultantes a fim de contribuir para sistemas de
producdo e consumo mais sustentaveis (MURTHY; NAIDU, 2012). Aplicacdes no
campo de gestdo de residuos industriais promovem o desenvolvimento sustentavel
da economia do pais. Pré-tratamentos de residuos, com agentes fisicos e bioldgicos
seguido de recuperacao, proporcionam antioxidantes naturais de valor agregado,
agentes antimicrobianos, vitaminas e macromoléculas (enzimas, celulose, amido,
lipideos, proteinas e pigmentos), que sdo de grande interesse para industrias de
alimentos, farmacéutica e cosmética (AKKARACHIYASIT et al., 2010; MUSSATO et
al., 2011).

A industria de café gera grande quantidade de subprodutos, os quais sao
ricos em compostos bioativos, como polifendis, largamente distribuidos como
metabdlitos secundarios nas plantas e, por conseguinte, fazem parte da dieta
humana (MURTHY; MADHAVA, 2010; PEREZ-JIMENEZ; TORRES, 2011). Os
compostos fendlicos e flavonoides tém atraido recentemente um grande interesse,
pois sdo potentes antioxidantes e exibem véarias atividades fisiologicas como anti-
inflamatorios, antimicrobianos, antialérgicos, anticancerigenos e anti-hipertensivos
(AKKARACHIYASIT et al., 2010).

Antioxidantes sdo compostos que inibem ou atrasam a oxidagdo de um
substrato oxidavel. O sistema de defesa antioxidante é formado por compostos
enzimaticos e nao enzimaticos, podendo ser encontrados dentro das células, na
circulagdo sanguinea ou nos alimentos. E importante consumir alimentos que

contém substancias antioxidantes diariamente, pois estes compostos protegem o
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organismo do efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidagao
excessiva (MOREIRA; SHAMI, 2004; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os principais compostos fendlicos do café sdo os acidos hidroxicinamicos
(acido cafeico, acido clorogénico e acido ferulico) (RISSO et al., 2007), sendo que as
cascas de café apresentam composi¢cdo similar, com o acido clorogénico,

representando 42 % do total de fendlicos presentes (PANDEY et al., 2000).

Os polifendis naturais podem abranger desde moléculas simples, como os
acidos fendlicos, até compostos altamente polimerizados, como 0s taninos. Estes
ocorrem primariamente sob forma conjugada, com um ou mais residuos de
carboidratos ligados a grupos hidroxila, embora ligacdes diretas na unidade do
carboidrato com um &tomo de carbono aromatico também existam (BRAVO, 1998).

Até recentemente, a maioria dos estudos sobre compostos fendlicos de
origem vegetal se referiam apenas aos fendlicos extraiveis (FE) e ndo consideravam
a fracdo fendlica nado extraivel (FNE) e, portanto, foram muitas vezes
desconsiderados pela literatura (SAURA-CALIXTO, 2012). A FNE dispbe de
compostos fendlicos que sao vinculados ou aprisionados na matriz da planta e,
consequentemente, permanecem no residuo apds a extragdo com solventes
aguoso-organicos (WHITE et al., 2010).

De acordo com Albishi et al. (2013), as fracdes fendlicas ndo extraiveis
dos residuos agricolas apresentam maiores quantidades de compostos fendlicos
que as fracdes fendlicas extraiveis. Explorando essa fracdo, portanto, resulta em
uma melhor valorizagdo dos fluxos de residuos. No entanto, as diferencas das
fracbes fendlicas extraiveis e nao extraiveis ainda nao foram profundamente
estudadas (GONZALES et al., 2015).

As metilxantinas também sdo compostos que exercem acgdo bioldgica
essencial no nosso metabolismo. A cafeina faz parte desse grupo. Segundo Shi et
al. (2005), a cafeina apresenta elevada capacidade antioxidante com efeito
semelhante ao da glutationa e superior a do acido ascoérbico. O café é o alimento
gue mais contribui para a ingestdo da cafeina devido ao respectivo elevado

consumo mundialmente.
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Outro composto com elevada capacidade biolégica € a trigonelina, uma
N-metil betaina, que é um dos principais componentes do café cru (CAMPOS-VEGA
et al., 2015). Em contraste com a cafeina, a trigonelina € amplamente distribuida no
reino vegetal e dentre suas atividades bioldgicas, pode-se destacar acao

anticancerigena e contra carie dentaria (ASHIHARA, 2015).

Durante varios anos, os efeitos fisioloégicos do café tém sido focados no
respectivo teor de cafeina, ignorando outros componentes bioativos presentes no
café, como os polissacarideos. Os polissacarideos séo fontes de fibra alimentar e
apresentam propriedades imunoestimuladoras (PETKOWICZ, 2015). Estes sdo os
componentes presentes no grdo de café em maior quantidade (MONTEIRO;
TRUGO, 2005).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica mais
empregada na andlise de compostos bioativos presentes em diversos vegetais:
compostos fendlicos em erva-mate (DUTRA et al., 2010); cafeina, trigonelina e
compostos fendlicos em café torrado (MORAIS et al., 2009; MONTEIRO; TRUGO,
2005); compostos fendlicos em repolho vermelho e couve de Bruxelas (GONZALES
et al., 2015); compostos fendlicos em batata (NAVARRE et al., 2011); dentre outros.

Levando-se em consideracdo a falta de estudos sobre as fracbes
fendlicas ndo extraiveis, propde-se estudar a diferenca entre os FEs e FNEs de
cascas de café branqueadas e ndo branqueadas e a caracterizacdo quimica dos
respectivos compostos bioativos, uma vez que, é gerada uma grande quantidade de
residuos de cascas de café, que apresentam alto potencial bioativo e que séo

atualmente subutilizados.

Os objetivos especificos do trabalho que caracterizam as principais

etapas do seu desenvolvimento sao:

a. determinar o teor das fracdes fendlicas extraiveis e nao extraiveis
presentes em cascas de café;

b. determinar o teor de proantocianidinas extraiveis e ndo extraiveis
presentes em cascas de café;

c. identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes em cascas de

café;
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d. quantificar cafeina e trigonelina em cascas de café; e
e. avaliar a composicdo monossacaridica dos polissacarideos presentes

em cascas de café.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CAFE

O café se origina da arvore do género Coffea da familia Rubiaceae. O
sub-género Coffea contém mais de 80 espécies, sendo que as espécies mais
comercializadas sdo Coffea arabica (Café Arabica) e Coffea canephora (Café
Robusta). Cada espécie apresenta composi¢cdo quimica diferente, resultando na
producdo de bebidas com caracteristicas sensoriais diferenciadas (MONTEIRO;
TRUGO, 2005; MURTHY; NAIDU, 2012). Na Tabela 1, apresenta-se a composicao

quimica dos graos de café crus das espécies C. arabica e C. canephora.

Tabela 1 — Composicdo quimica dos graos de café cru das espécies C. arabica e C.

canephora.
Componentes Café Arabica (g/100 g em  Café Robusta (g/100 g
base seca) em base seca)
Cafeina 1,2 2,2
Trigonelina 1,0 0,7
Cinzas 4,2 4.4
Acido Clorogénico Total 6,5 10,0
Acidos Alifaticos 1,0 1,0
Acido Quinico 0,4 0,4
Sacarose 8,0 4,0
Acucares Redutores 0,1 0,4
Polissacarideos 44,0 48,0
Lignina 3,0 3,0
Pectina 2,0 2,0
Proteina 11,0 11,0
Aminoécidos livres 0,5 0,8
Lipideos 16,0 10,0

Fonte: Clarke(2003).

Acredita-se que a planta Coffea (Figura 1), um arbusto verde com folhas
brilhantes, tem origem no sul da Asia ou na Africa. Atualmente, é cultivada como

cultura agricola em vérias partes no mundo (HEIMBACH et al., 2010). E uma planta
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de dias curtos e, portanto, a iniciacao floral (Figura 2) ocorre em condicdo de dias
curtos de 8-11 horas de luz por dia. O processo de fertilizacdo € concluido dentro de
24-48 horas ap0s a polinizacdo e a germinacdo ocorre em cerca de 45 dias
(MURTHY; NAIDU, 2012). A fruta normalmente atinge maturidade em 7-9 meses
(HEIMBACH et al., 2010).

Figura 1 — Planta Coffea.

Fonte: MURTHY & NAIDU (2012)

Figura 2 — Planta Coffea na fase de floracao.

Fonte: MURTHY & NAIDU (2012)
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Os cafeeiros crescem em regides tropicais, entre o Tropico de Cancer e 0
Trépico de Capricérnio, que tém chuvas abundantes durante todo o ano com
temperatura média de 21 °C e sem geada. Crescem em altitudes que variam do
nivel do mar até 1.981,2 metros. Os cafeeiros demoram aproximadamente cinco
anos para terem a sua primeira safra, sendo que serdo produtivos durante cerca de
quinze anos (MURTHY; NAIDU, 2012).

O fruto do cafeeiro, conhecido como baga ou cereja, € constituido por
uma pele exterior lisa e resistente (pericarpo - casca) de coloracéo verde em frutos
imaturos e vermelho-violeta ou vermelho escuro quando maduro (amarelo ou laranja
em genotipos particulares). O pericarpo cobre a fracdo amarelada e fibrosa,
conhecida como polpa ou mesocarpo externo. A proxima camada € a mucilagem,
uma camada fina, translicida, incolor, viscosa e altamente hidratada de pectina.
Entdo, existe um endocarpo fino de cor amarelada, também, denominado de
pergaminho. Por ultimo, existe uma pelicula prateada que cobre cada hemisfério do
grdo de café (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). Na Figura 3, esta representado o gr&o

de café.

Casca : Polpa

Semente

Pergaminho

Pelicula prateada

Mucilagem

Figura 3 — Camadas do gréo de cafe.

Fonte: ESQUIVEL & JIMENEZ (2012)
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O processamento do grdo de café pode ser feito por trés maneiras
diferentes: a seco, semi-umido e umido. No processo umido ou molhado, a polpa da
fruta que cobre as sementes de café é removida por despolpador antes de serem
secos. Em seguida, tem a etapa de fermentacdo com o objetivo de desprender a
mucilagem do pergaminho, que demora cerca de 24 a 72 horas, dependendo da
concentracdo de enzimas pectinoliticas, da temperatura ambiente e da espécie do
gréo. A temperatura ideal para a fermentacdo € de 30-35 °C e as massas de café
devem ser agitadas 2 ou 3 vezes. ApoOs a fermentacgédo, € realizada a lavagem para
retirada completa da mucilagem. Depois da lavagem, a semente € imersa em agua
limpa durante 12 horas, o que resulta em uma melhora da aparéncia visual e da
qualidade dos grdos por meio da remocéo de diterpenos e substancias polifendlicas.
Os graos lavados sao drenados e destinados a etapa de secagem. Estes sé&o
distribuidos em camadas com espessuras de 5 cm e agitados com frequéncia para
garantir secagem uniforme. Radia¢des solares fortes sdo evitadas no 3° e 4° dia de
secagem durante o meio-dia. A secagem encerra quando os graos atingem umidade
de aproximadamente 10 % (MURTHY; NAIDU, 2012).

No método semi-Umido, os frutos sdo despolpados e a mucilagem
também é retirada. No entanto, a mucilagem é retirada por método mecéanico e néo
por fermentacdo e logo em seguida os grdos sdo destinados a secagem, nao
passando pela etapa de lavagem. No método seco, os frutos colhidos sé&o
espalhados uniformemente com espessura de cerca de 8 cm em terreiro limpo. Eles
sao agitados uma vez a cada hora. As cerejas sao consideradas secas quando um
punhado de café produz um som de chocalho quando agitados. Os gréos de café
normalmente ficam totalmente secos em 12-15 dias em condi¢cdes meteorolbgicas
boas. Os gréos secos nao sao expostos a etapa de lavagem para evitar que ocorra
formacdo de mofo, podendo afetar negativamente a qualidade do café. A secagem
adequada contribui para um café de qualidade boa em relacdo a cor, forma e
constituintes aromaticos (MURTHY; NAIDU, 2012; RATTAN et al., 2015). As etapas
de cada método do processamento de café em gréo e os residuos gerados em cada
etapa estao representadas na Figura 4.
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Plantacdo e Colheita

1

A seco Semi-Umido Umido
Pré-classificacdio e =
lavagem

U

Despolpamento E>

0 0

Método Fermentagao :> Mucilagem
Mecanico

i

Lavagem |:>

V I

Secagem e Descascamento |:>

Graos de café comercial

Figura 4 — Fluxograma dos processamentos a seco, semi-umido e umido de graos
de cafe.

Fonte: RATTAN et al. (2015)

2.1.1 Producao Mundial do Café

O café representa uma das bebidas mais consumidas, sendo as espécies
Coffea arabica (Arabica) e Coffea canephora (Robusta) as mais importantes
mundialmente, representando cerca de 75 e 24 % da producdo global,
respectivamente. A espécie Coffea arabica € considerada superior devido as
respectivas propriedades sensoriais, sendo responsavel pelos maiores precos no
mercado internacional (TOSCHI et al., 2014; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). O

processamento a seco é a técnica mais simples e comum de beneficiamento de
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frutos de café e representa quase 90 % da forma como os grédos colhidos séo
beneficiados (SAENGER et al., 2001).

Globalmente, 25 milhdées de pequenos produtores dependem do café para
0 seu sustento e mais de 90 % da producdo de café ocorre nos paises em
desenvolvimento, enquanto que o consumo é principalmente nas economias
industrializadas (PONTE, 2002). Portanto, o café € muito importante para a
economia dos paises em desenvolvimento e para pequenos produtores que, muitas

vezes, dependem apenas dessa renda.

O café é cultivado em cerca de 80 paises e € uma das bebidas mais
populares do mundo e a segunda maior commodity comercializada, depois do
petréleo. A producédo de café cru global aumentou quase 17 % entre 2000 e 2012,
provavelmente devido ao aumento do rendimento na producdo agricola (24 %)
(CAMPOS-VEGA et al., 2015). De acordo com o International Coffee Organization
(ICO, 2017), a producéo global de café em 2016 foi de 151.624.000 sacas de 60 kg,
sendo que o maior produtor foi o Brasil com 55.000.000 sacas de 60 kg. Segundo
Ponte (2002), Brasil, Vietnd e Coldmbia sédo responsaveis por mais da metade da

producdo mundial.

O Brasil € o maior produtor e exportador de café do mundo e € o segundo
maior consumidor (FRANCA; OLIVEIRA, 2009). A espécie C. arabica ocupa 74 % do
parque cafeeiro do Brasil, enquanto que a C. canephora ocupa 26 % (MONTEIRO;
TRUGO, 2005). De acordo com a Associcdo Brasileira de Industria de Café (ABIC,
2015), o consumo per capita de café cru e torrado no Brasil em 2014 foi de 6,12 e
4,89 kg por habitante, respectivamente. No ano de 2014, o consumo de café no
Brasil teve um aumento de 1,24 % em relagdo ao ano de 2013. Na Figura 5, mostra-

se a evolucéo do consumo interno de café no Brasil.
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Figura 5 — Evolucdo do consumo de café no Brasil.

Fonte: ABIC (2015)

2.1.2 Cascas de Café

Considerando-se que mais de 50 % do fruto de café é descartado, a
producdo de café leva a uma quantidade elevada de residuos, tais como cascas de
café, das quais apenas um ligeiro percentual é reutilizado. Portanto, o isolamento e a
valorizacdo dos compostos bioativos dos residuos industriais de café poderia ser
uma possibilidade de evitar o seu desperdicio (TOSCHI et al., 2014). A utilizacédo
dos residuos agricolas é atraente, pois sdo abundantes e apresentam valor
econdmico baixo, além de seu uso evitar a concorréncia direta e indireta com a
alimentacdo humana e animal (BONILLA-HERMOSA et al., 2014).

Residuos da industria de café representam um sério problema ambiental
para os paises produtores, devido ao descarte indevido, causando poluicdo da agua
e da terra (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). A presenca de alguns compostos quimicos
toxicos nos residuos de café (alcaldides, taninos e polifendis) faz com que a
degradacdo biolégica de matéria organica nas aguas residuais seja mais dificil
(MURTHY et al., 2004).
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O principal efeito ecoldgico da poluicdo organica em um curso de agua €
a diminuicdo do teor de oxigénio. As substancias organicas diluidas nas aguas
residuarias sdo degradadas muito lentamente por processos microbiologicos,
utilizando-se o oxigénio da agua. Devido a diminui¢do do teor de oxigénio dissolvido
em agua, a procura de oxigénio para degradar o material organico no efluente
excede o fornecimento, criando assim condicdes anaerdbias. O resultado das
condi¢cdes anaerdbias pode ser fatal para criaturas aquaticas e também causar mal
odor. Além disso, as bactérias causam problemas a salude se as aguas residuais
infiltram em uma fonte de agua potavel (MURTHY et al., 2004).

Em Papua Nova Guiné, um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket) foi utilizado para o tratamento de aguas residuais de café, juntamente com
um sistema de filtro biolégico. Apesar disso, os flavonodides das cascas de café
continuaram a colorir os rios e outras areas de descarga (CALVERT, 1997). O uso
direto dos subprodutos de café para a alimentacdo animal ndo foi possivel devido
aos fatores antinutricionais e antifisiologicos (por exemplo, taninos e cafeina)
presentes nestes. No entanto, cascas de café e polpa podem ser uma fonte de
fitoquimicos para as industrias alimenticias e farmacéuticas (MURTHY; NAIDU,
2012).

A casca e a polpa de café, compreendendo cerca de 45 % do fruto, séo
os principais produtos secundarios do café agro-industrial e podem ser materiais
valiosos para varios fins, incluindo cafeina e polifenéis (CAMPOS-VEGA et al.,
2015). As cascas de café contém mais de 9 % de compostos fendlicos, e, como tal,
a liberacdo direta destes no ambiente poderia inibir o crescimento de raizes e
plantas e levar a um aumento das emissdes de gases com efeito estufa por meio de
decomposicdo anerdbica (SHEMEKITE et al., 2014). Desta maneira, € de grande
importdncia que as cascas de café sejam reaproveitadas, evitando efeitos

ambientais negativos.

As cascas de café sdo compostas pela pele exterior, a polpa e o
pergaminho, principalmente resultante do processamento a seco do café. As cascas
de café contém 24,5 % de celulose, 29,7 % de hemicelulose, 23,7 % de lignina e 6,2
% de cinzas (BEKALO; REINHARDT, 2010). De acordo com Franca & Oliveira

(2009), cascas de café resultantes do processamento a seco do grao representam
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cerca de 5 g/100 g de base seca de taninos e cerca de 1 g/100 g de cafeina. Nas
Tabelas 2 e 3, é apresentada a composicéo de cascas de café de acordo com Brand

et al. (2001) e Gouvea et al. (2009), respectivamente.

Tabela 2 — Nutrientes presentes em casca de café.

Nutrientes Composicao
Hidratos de carbono 35 %
Proteinas 52 %
Fibras 30,8 %
Minerais 10,7 %

Fonte: Brand et al. (2001)

Tabela 3 — Composicao de casca de café.

Nutrientes Composicao
Umidade 15 %
Cinzas 54 %
Proteina 7,0 %
Lipideos 0,3 %
Hidratos de Carbono 72,3 %

Fonte: Gouvea et al. (2009)

As composicdes das cascas de café citadas tiveram valores bem distintos,
o que pode ser explicado pela possivel diferenca de safra, tempo de colheita, regiéo,
porcentagem de pergaminho e polpa presentes, dentre outros diversos fatores. Os
teores elevados de hidratos de carbono séo esperados, levando em consideracao a
origem de tais residuos sélidos, isto €, polpa de frutas e pele exterior (FRANCA,;
OLIVEIRA, 2009).

O pergaminho do café é composto por (a-) celulose (40-49 %),
hemicelulose (25-32 %), lignina (33-35 %) e cinzas (0,5-1 %) (BEKALO;
REINHARDT, 2010). De acordo com Esquivel & Jiménez (2012), ndo existe nenhum
estudo sobre as caracteristicas funcionais do pergaminho do café, desta forma, é
interessante analisar as diferencas entre cascas de café com diversas proporgcdes

de pergaminho.
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Diversos estudos mostraram possiveis aplicacfes para cascas de café:
antocianinas (PRATA; OLIVEIRA, 2007), acido citrico (SHANKARANAD; LONSANE,
1999), tanase (BATTESTIN; MACEDO, 2007), biosorventes (OLIVEIRA et al., 2008),

dentre outros.

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Além de nutrientes essenciais para a vida, os alimentos também
apresentam compostos bioativos, que promovem beneficios a saude e reduzem o
risco de desenvolvimento de doencas. Vitaminas e compostos fendlicos, por
exemplo, apresentam atividade antioxidante, antiinflamatoria e hipocolesterolémica
(SEIFRIED et al., 2007).

O sistema de defesa antioxidante é formado por compostos enziméticos e
nao-enzimaticos, presentes tanto no organismo (localizado dentro das células ou na
circulacdo sanguinea) como nos alimentos ingeridos (MOREIRA; SHAMI, 2004). Os
compostos de natureza antioxidante, naturalmente presentes nos alimentos e
subprodutos, tém despertado interesse devido aos efeitos benéficos na saude e

bem-estar, atuando ainda na prevencao de doencas.

Antioxidantes sdo compostos que protegem o sistema biologico contra o
efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidacdo excessiva
(KRINSKY, 1994). O consumo de substancias antioxidantes na dieta diaria pode
produzir uma acéo protetora efetiva contra esses processos oxidativos que ocorrem
no organismo. Foi descoberto que varias doencas, como céancer, aterosclerose,
diabetes, artrite, malaria, AIDS e doencas do coracdo, podem estar ligadas aos
danos causados por formas de oxigénio extremamente reativas. Essas substancias
também estdo ligadas a processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

Os antioxidantes tém se apresentado como uma maneira alternativa de
prevenir a deterioracdo oxidativa dos alimentos e, também, minimizar os danos
oxidativos nos seres vivos. Devido ao fato do emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos estar sendo alvo frequente de questionamentos quanto a

inocuidade, havendo a possibilidade desses antioxidantes apresentarem alguma
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toxidez, varias pesquisas tém sido desenvolvidas de modo a buscar compostos
naturais que também apresentam esta propriedade funcional (DELL RE; JORGE,
2012).

Os principais antioxidantes que podem ser encontrados nos vegetais s&o
os carotendides, vitamina E, compostos fendlicos e vitamina C. Esses antioxidantes
absorvem ou doam radicais livres e inibem o inicio da reacdo em cadeia ou
interrompem a propagacdo de reacfes em cadeia das reacOes oxidativas
promovidas pelos radicais (PODSEDEK, 2007).

2.2.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos compreendem um grupo diverso de compostos
bioativos encontrados na natureza. Sdo largamente distribuidos como metabdlitos
secundéarios em plantas, e, portanto, fazem parte da dieta humana. Atualmente,
cerca de 10.000 compostos fendlicos tém sido descritos na literatura e, por serem
altamente antioxidantes, tem surgido grande interesse em estuda-los (GONZALES
et al., 2015).

Os compostos fendlicos sédo largamente distribuidos em frutos, legumes,
graos, sementes, folhas, raizes, cascas, dentre outros materiais. Eles sdo capazes
de retardar o envelhecimento e o aparecimento de doencas, e até impedi-las
(SAAKSJARVI et al., 2007). Funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como nha
propagacédo do processo oxidativo (SHAHIDI, 1996). S&o conhecidos por serem
potenciais sequestradores de superdxido e por evitar a oxidacao da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (VASILESCU et al.,, 2015). Sabe-se que, além de
desempenharem funcdes de protecdo, em decorréncia da propriedade antioxidante,
também contribuem para qualidades sensoriais de vegetais como cor e
adstringéncia (SAAKSJARVI et al., 2007).

Os compostos fendlicos apresentam diversas aplicagdes industriais,
podendo ser usados na producdo de tintas, papéis e cosmeéticos e como corantes

naturais e conservantes de alimentos. Apresentam também possiveis implicacfes
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benéficas na saude humana, podendo prevenir e auxiliar no tratamento de cancer,
doencas cardiovasculares e outras patologias (WOLLGAST; ANKLAM, 2000).

Os fendlicos apresentam, em sua estrutura, pelo menos um anel
aromatico e, como substituintes, hidroxilas acopladas a estrutura do anel (SROKA;
CISOWSKI, 2003). De acordo com Soares (2002), estdo divididos em dois grandes
grupos: os flavonoides e seus derivados e os nado-flavondides (acidos fendlicos e

fendis simples).

Os flavondides constituem o grupo de polifendis mais abundante na
natureza (PODSEDEK, 2007). Estdo amplamente distribuidos nas frutas e nos
vegetais, em geral podem apresentar-se sob muitas variagbes, como flavondis,
flavonas, flavanonas, flavanas, antocianinas, isoflavonas e chalconas. As principais
fontes desses fendlicos séo: café, cebola, maca, uva, cerveja, vinho tinto e cha
(SILVA et al., 2010). As principais atividades bioldgicas atribuidas a estes compostos
sdo: atividade antioxidante, efeito protetor de capilares e efeitos inibitérios de
tumores em varios estagios (PODSEDEK, 2007). Nas Figuras 6 e 7, estdo

representadas a estrutura quimica de alguns flavonais.
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Figura 6 — Estrutura quimica da (+) — catequina.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)
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Figura 7 — Estrutura quimica da epicatequina.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

Pertencem aos nao-flavondides, os derivados dos acidos hidroxicindmico
e hidroxibenzdico. A atividade antioxidante destes esta relacionada com a posicéo
dos grupos hidroxilas. Além disso, quanto maior a proximidade do grupo carboxila do
grupo fenila, maior serda a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posi¢éo
meta. Os ésteres dos acidos caféico, cumarico e ferulico sdo os principais fendlicos
nao-flavondides derivados dos acidos hidroxicinamicos (SILVA et al., 2010). Nas
Figuras 8 e 9, estdo representadas a estrutura quimica de um acido hidroxicinamico

e um acido hidroxibenzaico, respectivamente.

O
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Figura 8 — Estrutura quimica do acido caféico.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)
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Figura 9 — Estrutura quimica do acido protocatecuico.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

Segundo Murthy & Naidu (2012), todos os subprodutos e residuos do
processamento de café sdo ricos em compostos fendlicos, sendo, desse modo,
matérias primas com destacado potencial para a producdo de compostos de alto
valor agregado. De acordo com Campos-Vega et al. (2015), a recuperacdo de
compostos fenodlicos dos subprodutos da industria de café e as respectivas
atividades antioxidantes tém sido recentemente investigadas. Subprodutos de café,
como cascas (FRANCA; OLIVEIRA, 2009), polpa (PANDEY et al., 2000) e borra
(CAMPOS-VEGA et al., 2015) apresentam quantidades significativas de compostos

fendlicos.

Os acidos clorogénicos (ACG) séo considerados os compostos fendlicos
de maior relevancia e os que apresentam em maior quantidade no café (ESQUIVEL;
JIMENEZ, 2012). E possivel dizer que os &cidos clorogénicos sdo um conjunto de
cinco grupos principais de compostos fendlicos e seus isdmeros formados,
principalmente pela esterificagdo do acido quinico com um dos seguintes derivados
do acido cinamico: acido cafeico, acido ferulico ou acido p-cumarico. Estes grupos
sdo: acidos cafeoilquinicos, acidos dicafeoilquinicos, acidos feruloilquinicos, acidos
p-cumaroilquinicos e os acidos cafeoilferuloilquinicos (MONTEIRO; TRUGO, 2005).
Na Figura 10, apresenta-se a estrutura quimica do acido clorogénico (acido 5-

cafeoilquinico), pertencente aos acidos hidroxicinamicos.



35

HO.__O O

OH

OH

OH  on

Figura 10 — Estrutura quimica do acido clorogénico.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

Segundo Bravo et al. (1994), os compostos fendlicos podem ser
classificados em dois grupos distintos de acordo com sua estrutura: os fendlicos
extraiveis (FE) e os ndo extraiveis (FNE). Os extraiveis sdo compostos de baixa ou
média massa molecular que podem ser extraidos empregando solvente aquoso-
organico. Os grupos dos ndo extraiveis constituem-se de compostos de elevada
massa molecular ou polifendis ligados as fibras alimentares ou as proteinas e que
podem ser encontrados nos residuos das extracdes. De acordo com Gonzales et al.
(2015), as diferencas entre as fracdes fendlicas extraiveis e ndo extraiveis ndo tém
sido claramente estudadas, existindo poucos ou nenhum dado de andlises sobre

estes compostos.

Fenolicos ndo extraiveis, que nao sdo geralmente considerados em
estudos de nutricdo, podem exercer efeitos importantes sobre a salde
gastrointestinal, incluindo efeito quimiopreventivo para cancro colo-retal. S&o
constituidos de taninos hidrolisaveis e taninos condensados associados com a fibra
e a proteina alimentar (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Os taninos sao compostos fendlicos presentes na maioria das plantas,
gue podem ter sua concentracdo variando de acordo com os tecidos vegetais, a
idade e o tamanho da planta, a parte coletada, a época ou, ainda, o local da coleta
(MONTEIRO et al.,, 2005). Os taninos hidrolisaveis incluem os galitaninos e 0s
elagitaninos, polimeros derivados dos acidos galico (Figura 11) e elagico (Figura 12).

Este grupo de taninos pode ser detectado em elevadas concentracoes,
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principalmente em madeiras, cascas de arvores, folhas e galhos (MUELLER-
HARVEY, 2001).

O

"o OH

HO
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Figura 11 — Estrutura quimica do acido galico.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)
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Figura 12 — Estrutura quimica do acido elagico.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

Os taninos condensados ou proantocianidinas (PA) sdo polimeros de
flavondides com coloracédo variando de vermelho ao marrom (SCHOFIELD et al.,
2001). Estes apresentam importancia marcante nos alimentos, pois a presenca dos
mesmos em baixas concentracdes proporciona caracteristicas sensoriais desejaveis,
ditas como “o corpo da fruta”. No entanto, concentracdes elevadas conferem aos
frutos e outros alimentos caracteristicas adstringentes. A sensa¢do de adstringéncia
€ gerada devido a propriedade que os taninos apresentam em precipitar proteinas,
ou seja, quando em contato com as proteinas presentes na saliva formam um
complexo insoluvel que popularmente se caracteriza pela sensacéo de adstringéncia
(DEGASPARI et al., 2005).
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Os taninos condensados agem como antioxidantes primarios com o
potencial de reduzir diretamente a formacédo de radicais livres, regenerar o a-
tocoferol ou funcionar como quelantes de metais de transicdo envolvidos na
formacdo de radicais livres (ZHU et al., 2002). Pesquisas abordam os possiveis
efeitos protetores da PA na saude humana, incluindo estudos sobre doencas
cardiovasculares e efeitos cardioprotetores e investigacdo sobre a atividade
quimiopreventiva do cancro, mas a avaliacdo da associacdo entre o consumo de PA
e incidéncia de prevencdo de doengas tem sido dificultada pela falta de dados
guantitativos de PA em alimentos e dietas. Portanto, os efeitos potenciais de
prevencdo de cancer pelas PAs em seres humanos podem ter sido subestimados
até agora (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Estudos mostram que quantidades significativas de PA polimérico e PAs
complexados com proteinas ou polissacarideos permanecem nos residuos da
extracdo. O conteudo destas proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA) em alimentos
de origem vegetal é superior ao de PA extraivel (EPA), mas geralmente ndo sao
considerados em estudos nutricionais (ZURITA et al., 2012). Na Figura 13, esta
representado como se obtém os compostos fendlicos extraiveis e ndo extraiveis e as

proantocianidinas extraiveis e ndo extraiveis.

0,5 g de amostra

I 20 mL de Metanol 50%

! \ Repouso 1 hora-Centrifugacdo

Sobrenadante Residuo
FE”D['CCfS 20 mL de Acetona 70%
Extraiveis - .
\ l Repouso 1 hora-Centrifugacio
o - Sobrenadante & \, —
Residuo MFennllccis .
FE PA | MNao -Extraiveis
Butanol /HCL,/FeCls ( \ Metanol/Hz50s
NEPA FME

Figura 13 — Métodos de obtencdo de fendlicos extraiveis e ndo extraiveis e
proantocianidinas extraiveis e ndo extraiveis.

Fonte: Arranz et al. (2009)
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2.2.2 Cafeina

A cafeina (Figura 14), 1,3,7-trimetil-xantina, € um alcal6ide da purina
farmacologicamente ativo, pertencente ao grupo das xantinas. Suas principais fontes
alimentares sédo café, mate e guarana, sendo um dos mais poderosos estimulantes
da natureza. Este alcaldide é removido a partir dos gréos de café pelo processo de
descafeinacdo, utilizado em escala industrial, para utlizacdo em aplicacbes
farmacéuticas e alimentares (MONTEIRO; TRUGO, 2005; CAMPOS-VEGA et al.,
2015; FRANCA; OLIVEIRA, 2009).

O pHS
H3C\N N
A
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Figura 14 — Estrutura quimica da cafeina.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

A cafeina é o principal alcal6ide nos gréos de café, representando de 1 a
2 % (base seca), com grande variacdo entre os cultivares. E o principal material para
o qual o efeito de estimulacdo do café é atribuido. A cafeina é inodora e apresenta
sabor amargo bastante caracteristico, contribuindo com uma nota de amargor
importante para o sabor e aroma da bebida de café (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012;
MONTEIRO; TRUGO, 2005).

A cafeina é a Unica xantina presente no café em quantidades
significativas, porém, h4 relatos ndo confirmados da presenca de tragos de teofilina
e teobromina. O conteudo de cafeina no café cru varia muito, sendo a diferenca de
espéecies o fator mais relevante. No entanto, mesmo dentro de uma espécie ocorre
variacdo. O café robusta, em geral, tem um teor de cafeina superior ao do café
arabica (MACRAE, 1987).
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Devido as propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas, a cafeina € o
componente do café mais conhecido, sendo de grande interesse para os setores
farmacéuticos, de cosméticos e de alimentos. A industria de cosméticos amplamente
usa a cafeina como ingrediente ativo em cremes, devido as respectivas
propriedades antioxidantes, lipoliticas, protecdo contra os raios UV e efeitos
termogénicos. A cafeina presente em cosméticos também aumenta a circulacéo
sanguinea na pele e estimula o crescimento do cabelo pela inibicdo da atividade da
a-redutase (TOSCHI et al., 2014).

Dos diversos efeitos atribuidos a cafeina, alguns j& apresentam
comprovagdo cientifica, como a diminuicdo do sono, estimulante do musculo
cardiaco e do sistema nervoso central, sendo, portanto, responsavel por aumentar a
agilidade, pois ocorre aumento da circulacdo sanguinea e respiracdo. Esta,
provavelmente, € a principal razdo para a popularidade do café. Outros possiveis
beneficios da cafeina incluem melhora do humor, reducdo dos sintomas associados
a doenca de Parkinson e tremores (MONTEIRO; TRUGO, 2005; ESQUIVEL,;
JIMENEZ, 2012). Okeefe et al. (2013) relataram que o consumo de café pode
reduzir o risco de diabetes tipo 2 e hipertensdo, bem como de outras condicdes
associadas com o risco cardiovascular e protecdo potencial contra doencas
neurodegenerativas devido a presenca de cafeina.

Apesar do teor de cafeina nos residuos de café ser menor do que nos
graos de café, uma grande quantidade de cafeina ainda permanece nos residuos. O
teor mais elevado da cafeina pode ser extraido a partir dos residuos de casca ou
polpa de café (cerca de 45 % do fruto), podendo ser um material valioso para este
fim (CAMPOS-VEGA et al.,, 2015). O teor de cafeina em cascas de café é de
aproximadamente 1 %, sendo que seus efeitos fisiolégicos foram relatados
positivamente em animais alimentados com dietas contendo cascas de café
(FRANCA; OLIVEIRA, 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o método mais
eficiente utilizado para determinar cafeina, uma vez que é muito receptiva a

cromatografia liquida utilizando sistemas de fase reversa (MACRAE, 1987).
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2.2.3 Trigonelina

A trigonelina (Figura 15), N-metil betaina, esta presente em torno de 1 %
no grdo cru de café e € um dos principais componentes (MORAIS et al., 2009;
CAMPOS-VEGA et al., 2015; MONTEIRO; TRUGO, 2005; MURTHY; NAIDU, 2012).
O nivel de trigonelina encontrado no café verde depende da espécie, sendo que
cafés arabicas contém cerca de 1 % e robustas 0,7 %. A trigonelina tem pouca
influéncia direta na qualidade da bebida de café, pois tem um gosto amargo fraco.
Porém, contribui para o aroma por meio da formacdo de produtos de degradacéo
durante a torracdo (MONTEIRO; TRUGO, 2005; MACRAE, 1987).
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Figura 15 — Estrutura quimica da trigonelina.

Fonte: Sigma-Aldrich (2017)

A trigonelina é obtida na forma de cristais incolores, mono-higroscopicos
(p.f. 130 °C) quando cristalizada a partir do etanol aquoso. Também pode ser obtida
como a forma anidra quando se decompde em fusdo com temperatura de
aproximadamente 218 °C. E muito solivel em agua, mas moderadamente sollvel

em solventes organicos, tais como cloroférmio ou diclorometano (MACRAE, 1987).

Em contraste com a cafeina, a trigonelina € amplamente distribuida no
reino vegetal (ASHIHARA, 2015). Matsui et al. (2007) relataram uma maior
concentracéo de trigonelina nas sementes de algumas espécies vegetais, incluindo
o café. Estas espécies sdo: trevo (Trifolium incarnatum, 10,1 mg/g de massa fresca),
café (C. arabica, 9,1 mg/g de massa fresca) e alfafa (Medicago sativa, 2,1 mg/g de

massa fresca).
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A trigonelina tem varias atividades bioldgicas, incluindo acdo contra a
carie dentaria e atividade anti-invasiva contra as células cancerosas (ASHIHARA,
2015). Além disso, estudos tém mostrado que o extrato de café torrado tem
atividade antibacteriana contra varios microrganismos, tais como Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans e varias cepas de enterobactérias, provavelmente
devido a atividade antibacteriana de varios componentes caracteristicos do café,
como o &cido caféico, trigonelina, cafeina, acido clorogénico e acido protocatecuico
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia e métodos baseados
na ressonancia magnética nuclear sdo muito utilizados para determinacdo de

trigonelina em diversos alimentos (MACRAE, 1987).

2.2.4 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo os componentes presentes no gréo de café em
maior quantidade, sendo que a espécie robusta apresenta maior quantidade que a
espécie arabica (MONTEIRO; TRUGO, 2005). Os graos de café cru sdo compostos
principalmente, como a maioria dos tecidos vegetais, por polissacarideos insoluveis,
como celulose e hemicelulose (cerca de 50 %). Eles também contém carboidratos
soluveis, como os monossacarideos frutose, glicose, galactose, manose, arabinose
e glicose. Carboidratos solUveis agem como retensores de aromas, estabilizante de
espuma e intensificadores de viscosidade de extratos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Os polissacarideos no café sdo compostos por trés tipos principais:
mananas ou galactomananas, arabinogalactanas-proteina (AGP) e celulose
(REDGWELL; FISCHER, 2006). Além disso, tém-se relatos da presenca de
pequenas quantidades de polissacarideos pécticos (REDGWELL et al.,, 2002) e
xiloglucanas (OOSTERVELD et al., 2003).

As galactomananas (Figura 16) sdo os componentes predominantes na
parede celular do gréo de café, sendo responsaveis por 50 % dos polissacarideos
presentes no grao (REDGWELL; FISCHER, 2006). Estas sdo compostas por um

eixo estrutural de residuos de 3-D-manose unidos por ligagbes glicosidicas (1— 4),
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com grupos laterais de a-D-galactose, ligados por meio de ligagbes (1 — 6)
(SIMOES et al., 2014).

oH Galactose
CHaOM /
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Figura 16 — Estrutura parcial de galactomananas.

Fonte: Sittikijyothin et al. (2005)

As arabinogalactanas sdo compostas por arabinose e galactose e podem
ser encontradas tanto na forma livre como ligadas a proteinas por ligacdes
covalentes. Segundo Clarke et al. (1979), as arabinogalactanas classificam-se em
dois grupos principais: grupo | (arabino-4-galactana) e grupo Il (arabino-3,6-
galactana). As arabino-4-galactanas (Figura 17) sdo compostas por unidades de
galactopiranose interligadas por ligacbées B (1 — 4). Na cadeia principal de

galactana, apresentam-se ramificacdes de arabinose.

Galp-(1 +4)-Galp-(1 +4)-Galp-(1 +4)-Galp-(1 +4)-Galp-(1 +4)

3
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Figura 17 — Estrutura da arabino-4-galactana.
Fonte: Clarke et al. (1979)
Nogueira & Lago (2009) encontraram xilose em cafés adulterados com

casca de café, o que indica a presenca dos polissacarideos xilana e xiloglucanas em

cascas de café. A xilana (Figura 18) € a hemicelulose mais comum em plantas
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anuais como gramineas, cereais e ervas e € formada por unidades do mondémero de

d-xilopiranose interligadas por ligagdes B (1 — 4 ) (SOUZA et al., 2016).
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Figura 18 — Extrutura da xilana.

Fonte: Xilana (2017)

A xiloglucana (Figura 19) é o principal polissacarideo hemicelulésico
encontrado na parede celular primaria de angiospermas. As xiloglucanas sao
formadas por uma cadeia principal de glicose unidas por ligagdes -1,4, em que trés
de cada quatro moléculas de glicose contém uma xilose ligada ao carbono 6. Nas
cadeias laterias de xilose, estdo presentes também outros monossacarideos como a

galactose e, em alguns casos, a fucose (WROLSTAD, 2013).

Fucose

Galactose

Glicose

Xilose

Figura 19 — Estutura da xiloglucana.
Fonte: Xiloglucana (2017)

Por varios anos, os efeitos fisiolégicos do café tém sido focados no
respectivo teor de cafeina, ignorando-se 0s outros componentes bioativos presente
neste grdo, como o0s polissacarideos, que sao responsaveis por atividades
nutricionais e promotoras da saude (PETKOWICZ, 2015).
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Segundo Murthy & Naidu (2012), os residuos agricolas sao 6tima fonte de
fibra alimentar, devido a presenca de polissacarideos. Petkowicz (2015) relata que,
de um ponto de vista nutricional, os polissacarideos do café constituem fibras
alimentares sollveis, mas eles ndo séo despolimerizados por enzimas intestinais no
humano. Outro efeito fisiologico dos polissacarideos do café é as propriedades
imunoestimuladoras. As galactomananas e arabinogalactanas de café, dentre outras
propriedades, tém demonstrado atividades imunoestimulantes in vitro (PASSOS;
COIMBRA, 2013).

2.3 METODOS CROMATOGRAFICOS

7

Cromatografia €& definida como um processo de separacdo de
componentes, em que a mistura é distribuida em duas fases (estacionaria e movel).
A fase estacionaria pode ser qualquer material solido, poroso, tenso-ativo em forma
de particulas pequenas ou uma pelicula fina de liquido revestido sobre um suporte
sélido. A fase movel pode ser um gas ou um liquido. Se um gas for usado, o
processo € denominado cromatografia a gas e se um liquido for utilizado, é

denominado cromatografia liquida (MEYER, 1993).

Segundo Meyer (1993), a cromatografia liquida mais utilizada e
aperfeicoada é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Este método utiliza
uma coluna reaproveitavel e a vazao da fase movel € de facil controle, deixando as
analises mais precisas, pois as operacdes se tornam mais reprodutiveis. Porém, a
CLAE pode ocasionar alguns riscos para a saude do manipulador, como o uso de
solventes toxicos, irritacdo pulmonar devido a fase estacionéaria e perigos devido ao

uso de altas pressoes.

Como a CLAE, a cromatografia a gas (CG) também € um método de alta
eficiéncia. Dentre as principais vantagens da CG esta a alta sensibilidade,
requerendo apenas pequenas quantidades de amostra. Porém, a técnica requer a
preparacao de derivados volateis. A CG pode apenas lidar com substancias volateis
ou que podem ser evaporadas intactas a temperaturas elevadas ou a partir do qual
os derivados volateis podem ser obtidos de forma viavel. Apenas cerca de 20 % de

compostos organicos conhecidos podem ser analisados por CG sem tratamento
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anterior (MEYER, 1993). Na Tabela 4, apresenta-se uma comparacédo entre CG e

CLAE em relacéo a possiveis empecilhos que podem apresentar.

Tabela 4 — Possiveis dificuldades nos métodos de cromatografia a gas e

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

CG CLAE
Dificuldade de separacéo Possivel Possivel
Método demorado N&o N&o
Automacao Possivel Possivel

Adaptacédo do sistema para Pela mudanca da fase Pela mudanca das fases
problemas de separacao estacionaria estacionéaria e mével
Aplicacéo restrita para Falta de volatilidade, Insolubilidade

Decomposicao térmica

Fonte: Meyer (1993)

As técnicas cromatograficas mais utilizadas para separacdo e
quantificacdo de acucares sdo a cromatografia a gas e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CUI, 2005). A CG € bem esclarecida para andlise de acuUcares,
enquanto a CLAE tem limitacdes. A auséncia de croméforos na amostra dificulta a
analise por CLAE, uma vez que a maioria dos equipamentos utiliza deteccéo
ultravioleta (TAPIE et al., 2008). Para analise de monossacarideos por CG, varias
opcoes de derivados sdo possiveis. Um dos métodos mais vantajosos € a formacao
de acetatos de alditdis, pois a reducdo dos monossacarideos impede a formacao de

andémeros e, consequentemente, de multiplos picos (RUIZ-MATUTE et al., 2011).

Cromatografia liquida é a maneira mais rapida para determinar a
presenca de cafeina e trigonelina em bebidas, obtendo resultados em 5 minutos
(MEYER, 1993) e tem sido a técnica mais empregada na analise de compostos
fendlicos presentes em diversos vegetais: erva-mate (DUTRA et al.,, 2010), café
torrado (MORAIS et al.,, 2009; MONTEIRO; TRUGO, 2005), repolho vermelho e
couve de Bruxelas (GONZALES et al., 2015), batata (NAVARRE et al., 2011), dentre

outros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados dois tipos de cascas
de café da espécie ardbica provenientes do processamento a seco dos frutos.
Foram utilizadas cascas de café secas (CS1), compostas por pele exterior e polpa
(80 %) e pergaminho (20 %), fornecidas pelo Sindicato da Industria de Café do
Estado de Minas Gerais (SINDICAFE - MG) e cascas e café secas (CS2),
compostas por pele exterior e polpa (28 %) e pergaminho (72 %), fornecidas pela
Fazenda Santa Inés situada no municipio Carmo de Minas (MG). As amostras foram
armazenadas em potes plasticos e mantidas em temperatura ambiente. Nas Figuras

20 e 21, sdo mostradas as amostras CS1 e CS2, respectivamente.

Figura 20 — Cascas de café secas com pequenas quantidades de pergaminho
(CS1).
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Figura 21 — Cascas de café secas com pequenas quantidades de pele exterior e
polpa (CS2).

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras e todas as andlises foram realizados no
laboratorio do Grupo de Aproveitamento de Residuos Agroindustriaiss DEMEC no
departamento de engenharia mecéanica da Universidade Federal de Minas Gerais.
Para o preparo das amostras, foram retiradas, manualmente, sujidades grosseiras
presentes nas cascas, como galhos e pedras. Em seguida, as cascas de café foram
lavadas em agua corrente para garantir melhor eliminacdo de possiveis sujidades
provenientes da colheita de café. O excesso de agua foi retirado por meio de
peneira. Metade das amostras foi branqueada, seguindo as mesmas condi¢des que
Chantaro et al. (2008) utilizaram para cascas de cenoura, com pequenas alteragdes.
Apos lavadas, metade das amostras foi imersa em agua a temperatura de 90 +2 °C
por 1 minuto, sendo rapidamente resfriadas em recipiente contendo agua e gelo.
Apés a realizacdo do branqueamento, as amostras branqueadas e ndo branqueadas
foram secas em estufa convectiva New Lab durante 6 horas a temperatura de 60 + 2
°C.
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ApoOs a etapa de secagem, as cascas de café foram transformadas em pé
com auxilio do moedor de café doméstico Cadence Modelo MDR 301. Os p6s foram
classificados em uma peneira de 35 Mesh (série Tyler). Em seguida, os pds obtidos
menores que 35 Mesh (Figura 22) foram acondicionados em sacos plasticos com
lacre e armazenados sob congelamento em freezer doméstico a -18 °C até o
momento da realizacdo das analises. As amostras foram codificadas de maneira a

simplificar a identificagdo, conforme mostrado na Tabela 5.

Figura 22 — Amostras de cascas de café (branqueadas e ndo branqueadas) limpas,

secas e transformadas em po.

Tabela 5 — Codificacdo e descri¢cdo das amostras.

Amostra Descricao

CS1b Casca de café seca composta majoritariamente por pele exterior e polpa,
branqueada
CSs1 Casca de café seca composta majoritariamente por pele exterior e polpa,
nao branqueada

CS2b Casca de café seca composta majoritariamente por pergaminho,
branqueada
CS2 Casca de café seca composta majoritariamente por pergaminho, nao

branqueada
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3.3. METODOS

3.3.1 Quantificacdo de compostos fendlicos extraiveis

Os compostos fendlicos extraiveis foram obtidos seguindo a metodologia
utilizada por Arranz et al. (2009), com pequenas modificacées. Em tubos Falcon de
50 mL envolvidos por papel aluminio, contendo aproximadamente 0,5 gramas de
cada amostra, foram adicionados 20 mL de metanol 50 %. Em seguida, as amostras
foram agitadas em vértex e deixadas em repouso por 1 hora em ambiente escuro
(temperatura ambiente). Apos o repouso, as amostras foram centrifugadas a 3.500
rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram coletados em baldes volumétricos de
50 mL. Aos residuos resultantes foram adicionados 20 mL de acetona 70 % e,
novamente, as amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 1 hora em
ambiente escuro (temperatura ambiente). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 15 minutos. Encerrada a centrifugacdo, os
sobrenadantes foram coletados e adicionados aos obtidos na extracdo com metanol.
Os baldes volumétricos contendo os extratos obtidos foram completados com agua
destilada até o menisco. Desta maneira, os fendlicos extraiveis ou livres foram
obtidos. Os extratos (Figuras 23 e 24) foram armazenados em tubos Falcon a -18 °C

até a quantificacao dos fenolicos extraiveis.

Figura 23 — Extratos obtidos das amostras CS1 e CSlb, respectivamente, para

guantificacéo de fendlicos extraiveis.
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Figura 24 — Extratos obtidos das amostras CS2 e CS2b, respectivamente, para

guantificacdo de fendlicos extraiveis.

A gquantificagdo dos compostos fendlicos extraiveis foi feita pelo ensaio
Folin-Ciocalteu (se¢do 3.3.3). Os residuos resultantes da extracdo dos fendlicos
extraiveis foram colocados em placas de petri e submetidos a secagem em estufa
convectiva Nova Etica a 35 °C por 17 horas para serem utilizados na extracdo dos

fenolicos ndo extraiveis (taninos condensados e taninos hidrolisaveis).

3.3.2 Quantificacdo de Taninos Hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis foram obtidos pela hidrélise acida seguindo a
metodologia usada por Arranz et al. (2009). Em tubos Pyrex envolvidos com papel
aluminio, foram adicionados 20 mL de metanol e 2 mL de acido sulfarico
concentrado nos residuos resultantes da extracdo dos fenodlicos extraiveis secos.
Apés a adicao dos solventes, as amostras foram acondicionadas em banho tipo
Dubnoff com temperatura de 85 °C por 20 horas. Os recipientes contendo as
solugdes foram fechados com forca para evitar a evaporacao dos solventes e que 0s
espagos vazios funcionassem como condensadores. Apdés o resfriamento das

amostras, estas foram centrifugadas a 3.500 rpm por 15 minutos e 0s sobrenadantes
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foram recolhidos. A quantificacdo dos taninos hidrolisaveis foi feita pelo ensaio Folin-

Ciocalteu (secao 3.3.3).

3.3.3 Ensaio Folin-Ciocalteu

Esta metodologia se fundamenta na reducdo do &cido fosfomolibdico-
fosfotungstico, em meio alcalino, pelas hidroxilas fendlicas presentes numa solugéo.
O complexo de coloracao azul, produzido pela reducéo do reagente Folin-Ciocalteu

pelos compostos fendlicos, € medido espectrofotometricamente.

Em tubos Falcon de 15 mL envoltos com papel aluminio, foi adicionado 1
mL dos extratos fendlicos obtidos, 1 mL de solucdo do reagente Folin-Ciocalteu
(1:3), 2 mL de carbonato de sédio (20 %) e 2 mL de agua destilada. Em seguida, os
tubos foram agitados vigorosamente em vortex e deixados em repouso por 90
minutos em ambiente escuro. Foram realizadas leituras das amostras em
espectrofotometro UV-VIS, utilizando-se o comprimento de onda de 700 nm. O
espectrofotdmetro foi zerado com solucdo branco (1 mL de agua destilada e todos
os reagentes adicionados nos extratos) (OBANDA; OWUOR, 1997).

A curva de calibracéo foi feita com o padréo &acido galico. Plotou-se no
Microsoft Excel as concentragées de acido galico (ug/mL) no eixo X versus as
respectivas absorbancias no eixo Y e calculou-se a equacao da reta (APENDICES A
e B). Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido géalico/100 g de
produto (mg EAG/100 g).

3.3.4 Quantificagao de Proantocianidinas Totais

Esta metodologia fundamenta-se na hidrélise acida do polimero de
proantocianidina em antocianina na presenca de sais de ferro, que é responsavel
pela catalise da reacdo, formando-se um complexo de coloracdo vermelha. A cor

vermelha produzida é medida espectrofotometricamente.

Para a quantificacdo de proantocianidinas extraiveis foi utilizada a

metodologia descrita por Antunes (2011). Foram adicionados 10 mL de n-butanol-
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HCL (95:5 v/v) contendo 0,7 g/L de cloreto de ferro e 1,5 mL dos extratos (obtidos na
extracdo dos compostos fendlicos extraiveis — secdo 3.3.1) em tubos Falcon de 50
mL envoltos por papel aluminio. Os tubos foram agitados em vortex por alguns
segundos, tampados de maneira que a tampa ficasse frouxa e levados a banho-
maria Fisatom em ebulicdo por 50 minutos. Apés resfriados os tubos com agua, a
absorbancia foi lida nos comprimentos de onda de 450 nm e 550 nm, utilizando-se
espectrofotometro UV-Vis. O espectrofotdmetro foi zerado com solu¢do branco (n-
butanol-HCI (95:5 v/v) e cloreto de ferro). A curva de calibragdo (APENDICE C)
utilizada foi fornecida por Zurita et al. (2012), uma vez que a solucdo padrdo de
proantocianidina polimérico ndo estava disponivel no laboratdrio. Os autores
relataram que a curva de calibragdo pode ser utilizada como padrdao em qualquer
laboratério de pesquisa. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de
PA/100g de amostra. Na Figura 25, sdo mostrados os extratos de proantocianidinas

extraiveis lidos no espectrofotobmetro UV-vis.

Figura 25 — Extratos de proantocianidinas extraiveis das amostras CS1, CS1b, CS2

e CS2b, respectivamente.

Para a quantificacdo de proantocianidinas ndo extraiveis, foi utilizada a
metodologia descrita por Zurita et al. (2012). Em tubos Falcon de 50 mL envoltos
com papel aluminio, foram adicionados 10 mL de n-butanol-HCI (95:5 v/v), contendo
0,7 g/L de cloreto de ferro nos residuos resultantes da extracdo dos compostos
fenolicos extraiveis secos. Os tubos foram submetidos a agitagdo em vortex e foram
colocados em banho-maria Fisatom a 100 °C por 50 minutos. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 3.500 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos
em balBes volumétricos de 25 mL. As amostras foram lavadas duas vezes com 5 mL

de n-butanol-HCI (95:5 v/v), contendo 0,7 g/L de cloreto de ferro. Em seguida, foi
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realizada a leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de 450 nm e 550 nm
em espectrofotbmetro UV-Vis. O espectrofotdmetro foi zerado com solucédo branco
(n-butanol-HCI (95:5 v/v) e cloreto de ferro). A curva de calibracdo (APENDICE C)
utilizada foi a fornecida por Zurita et al. (2012) e os resultados foram expressos em
mg de equivalente de PA/100 g de amostra. Na Figura 26, mostram-se 0s extratos

de proantocianidinas ndo extraiveis lidos no espectrofotometro UV-Vis.

Figura 26 — Extratos de proantocianidinas ndo extraiveis das amostras CS1, CS1b,

CS2 e CS2b, respectivamente.

3.3.5 Preparo de vidrarias para analises cromatograficas

Antes de iniciar as analises cromatograficas, as vidrarias necessarias
foram lavadas para garantir que ndo houvesse interferéncia na leitura dos
compostos. As vidrarias foram imersas em solucdo de extran MA 02 5 % durante 22
horas. O recipiente foi tampado com papel aluminio para evitar que sujidades se
depositassem na solugcédo. Apds o repouso, foi realizado o enxague das vidrarias em
agua corrente até completa remocéo do detergente. Em seguida, foi realizado outro
enxague com agua destilada. As vidrarias volumétricas foram colocadas para secar
em superficie limpa e forrada com papel aluminio e as vidrarias comuns foram
colocadas em estufa convectiva New Lab a 60 °C por 4 horas. Apds a secagem, as
vidrarias foram envoltas com papel aluminio e armazenadas at¢é o0 momento das

analises.
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3.3.6 ldentificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

A extracdo dos compostos fendlicos foi baseada nas metodologias
realizadas por Mussato et al. (2011), Belguidoum et al. (2014) e Ballesteros et al.
(2014), com modificagbes. Antes de iniciar a extragao, foi adicionado cloroférmio nas
amostras, com o objetivo de desengordura-las. As amostras foram agitadas em
vortex e filtradas através de papel filtro. O cloroférmio foi descartado e as amostras
foram secas a temperatura ambiente por 17 horas. Foi pesado 0,15 g de cada
amostra desengordurada e seca em tubos Falcon de 50 mL envoltos com papel
aluminio. Em seguida, foram adicionados 10 mL de metanol 50 % nas amostras e as
mesmas foram submetidas a agitacdo em banho tipo Dubnoff a 65 °C por 1 hora.
ApoOs a agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 15 minutos e os
sobrenadantes foram coletados em balBes volumétricos de 25 mL. Aos residuos
resultantes, foram adicionados 10 mL de metanol 75 % e novamente as amostras
foram agitadas em banho tipo Dubnoff (65 °C — 1 hora) e centrifugadas (3.500 rpm —
15 minutos). Os sobrenadantes foram adicionados aos obtidos na primeira extracao.
Aos residuos resultantes, foram adicionadas 5 mL de metanol 100 % e 0os mesmos
procedimentos das outras extracdes foram repetidos. Os sobrenadantes foram
adicionados aos obtidos nas extracBes anteriores e os balfes volumétricos foram
completados até o menisco com metanol 100 %. Os bal6es foram agitados em
vortex e os extratos foram filtrados com seringas acopladas em filtros micropore 0,2

um.

O método de andlise no cromatografo utilizado foi o utilizado por Le&o
(2017). Foi utilizado o cromatégrafo de fase liquida marca Shimadzu modelo

Prominence, com as seguintes condi¢cdes cromatograficas:

e coluna de fase reversa C-18 marca Shimadzu (4,6 pm x 150 mm), tamanho
de particulas 5 um e pré coluna com as mesmas condicoes;

e volume de injecdo: 5 uL;

e temperatura do forno: 50 °C;

e sistema gradiente com fluxo de 1,2 mL/min;

o fase movel A: agua:acetonitrila (92,6:7) com 0,4 % de acido fosférico;

e fase movel B: acetonitrila com 0,4 % de acido fosforico; e
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e sistema DAD: 203 — 325 nm.

O gradiente de concentracdo das fases moveis foi de acordo com o

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Programacéo de gradiente de concentracédo de fase mével para analise
de compostos fendlicos por CLAE.

Tempo (min.) Concentracao Fase B (%)

0-8 1-3

8-12 3-8

12-15 8-10
15-20 10-15
20-25 15-40
25-30 40 - 80
30-35 80 —-95

35-351 95-1

35,1-42 1

A identificacdo dos compostos fendlicos nas amostras foi feita utilizando o
tempo de retencdo e o espectro dos padrdes individuais (APENDICES D e E). A
quantificacéo foi feita por meio das curvas de calibracdo dos padrées (APENDICES
F e G). Plotou-se no Microsoft Excel as concentragdes (ug/mL) no eixo X versus as
respectivas areas (mAU) no eixo Y e calculou-se a equacdo da reta. Os padrbes
utilizados foram: acido gélico, acido hidroxibenzoico, etil galato, acido p-cumarico,
acido ferulico, acido clorogénico, acido cafeico, proancianidina B2, &cido

protocatecuico, catequina, epicatequina e acido elagico.
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3.3.7 Avaliacdo da composi¢cdo quimica dos polissacarideos por

cromatografia a gas

A determinacdo dos monossacarideos constituintes dos polissacarideos
das amostras foi realizada seguindo a metodologia apresentada por Melton & Smith
(2001). A primeira etapa consiste na hidrélise das ligagBes glicosidicas com &cido
trifluoracetico (TFA). Primeiramente, foram pesados 5 mg de cada amostra em tubos
de borosilicato extremamente limpos e secos. Em seguida, foram adicionados 0,5
mL de TFA 2M em cada tubo. O TFA também foi adicionado em um tubo controle e
o mesmo foi submetido aos mesmos procedimentos subsequentes. Os tubos foram
evacuados com gas nitrogénio para remover todos os vestigios de ar e, em seguida,
foram tampados com tampas com insercao revestida de teflon. Os tubos foram
submetidos a agitacdo em vértex com cuidado para ndo difundir o material sélido
acima do nivel do liquido e depois foram incubados por 60 minutos a 120 + 2 °C em
bloco de aquecimento e, em seguida, resfriados. Foram adicionados 25 uL de alose
20 mg/mL em cada tubo e os mesmos foram submetidos a agitacdo em vértex. Os
hidrolisados foram filtrados utilizando seringa acoplada com filtro micropore 0,2 pym
em tubos de borosilicato. Para que fosse possivel a filtragem, foi necessario
adicionar 300 pL de agua Milli-Q-purificada aos hidrolisados. Os filtrados foram

submetidos a corrente de ar nitrogénio até completa secagem.

A proxima etapa foi a reducdo dos monossacarideos a seus acetatos de
alditéis correspondentes. Foram adicionados aos hidrolisados secos 100 uL de agua
Milli-Q-purificada. Dois tubos limpos foram separados como controle, em um deles
foram adicionados 100 pyL de agua Milli-Q-purificada e no outro foram adicionados
100 pL de cada um dos 13 padrdes de monossacarideos. Depois foram adicionados
20 uL de aménia (15 M) e 1 mL de borohidreto de sodio (0,5 M) em dimetilsulféxido
(DMSO) em todos os tubos. Os tubos foram tampados e misturados em vortex. Em
seguida, os tubos foram incubados por 90 minutos a 40 °C em banho-maria Fisatom.
Apods o aquecimento, foram adicionados 100 uL de acido acético 18 M em cada tubo

e, em seguida, foram submetidos a agitacdo em vortex.

Para a acetilacdo dos alditdis, foram adicionados 200 puL de 1-
metilimidazol e 2 mL de anidrido acético em cada tubo e, em seguida, agitacdo em

vortex. Os tubos foram incubados por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds o



57

repouso, 5 mL de agua Milli-Q-purificada foram adicionados aos tubos para eliminar
0 excesso de anidrido acético, e novamente foram agitados em vortex e incubados
por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds o repouso, 1 mL de diclorometano
(DCM) foi adicionado nos tubos para extrair os acetatos de alditdéis e foram
submetidos a agitacdo em vortex. Os tubos ndo foram tampados, pois a cola em
volta das tampas de teflon pode solubilizar o DCM. Apo0s as fases se separarem, a
fase inferior de DCM foi transferida para um tubo limpo de borosilicato utilizando
pipeta de Pasteur. Em seguida, foi adicionado 1 mL da solug&o original de DCM e o
processo de extracdo foi repetido. Foram adicionados 4 mL de agua Milli-Q-
purificada para combinar com o extrato de DCM e os tubos foram agitados em
vortex. A fase aquosa superior foi retirada e descartada e, novamente, foram
adicionados 4 mL de &gua Milli-Q-purificada. O processo de lavagem foi repetido 3
vezes. O DCM foi evaporado completamente com gas nitrogénio e foram
adicionados 2 mL de DCM.

As amostras foram submetidas a corrida cromatografica. O tempo de
execucgao foi de 38 minutos. Foram injetados 2 pL de amostras e controles em
cromatografo a gas marca Varian 3900 modelo CP8810. Os acetatos de alditois de
referéncia eluem na coluna BPX-70 na seguinte ordem: triacetato de iritritol,
tetraacetato de 2-dioxiribitol, ramitol pentaacetato, fucitol pentaacetato, ribitol
pentaacetato, arabixitol pentaacetato, xilitol pentaacetato, 2-dioxiglucitol
hexaacetato, alitol hexaacetato, manitol hexaacetato, galactiol hexaacetato, glucitol
hexaacetato e mioinositol hexaacetato. A identificacdo dos monossacarideos nas
amostras foi verificada utilizando os padrdes individuais (APENDICE H). A razéo
molar relativa (RMR) de cada monossacarideo nas amostras foi calculada relativa ao
padrdo interno, alose. A resposta relativa do detector para os acetatos de alditéis foi
calculada individualmente pela area sob os picos para cada acetato de alditol.

Os célculos foram feitos de acordo com Ferraz (1991). Este método
corrige possiveis perdas que possam ter ocorrido durante a derivatizacdo e as
diferencas de respostas fornecidas pelo detector aos diferentes acgucares (CUI,
2005).

As condi¢des cromatograficas foram:
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e coluna capilar BPX-70 (30 m x 0,32 mm e 0,25 ym de espessura do filme;
SGE Chromatography Products);

e temperatura inicial do forno: 38 °C - durante 30 segundos. Apds este tempo
ocorreu aumento de 50 °C por minuto até atingir 170 °C. Feito isso, a
temperatura foi elevada em 2 °C por minuto até alcancar 230 °C, mantendo-
se esta temperatura por 5 minutos;

e temperatura do detector: 250 °C;

e temperatura do injetor: 230 °C;

e detector de ionizacdo de chama: 9,5 cm;

e injetor CP-1177: 3,7 cm,

e gas de arraste: nitrogénio a um fluxo de 1,5 mL/min; e

e Split: Y.

3.3.8 Otimizacao da extracao de trigonelina

Véarios experimentos em diversas areas sao planejados envolvendo o
estudo de dois ou mais fatores sobre a variavel resposta. Delineamento fatorial inclui
estudar o efeito de cada fator (em alguns niveis pré-definidos) na variavel resposta
no experimento. Normalmente, dois niveis de cada um dos k fatores s&o
considerados no estudo experimental, o que resulta no que é chamado design
fatorial 2 k (ALCHEIKHHAMDON et al., 2015).

Para otimizacdo da extracdo de trigonelina, foi realizado um delineamento
experimental com 2 niveis e 2 fatores (nimero de extracdes e tempo de extracdo) e
3 pontos centrais. O delineamento foi realizado apenas com a amostra CS1, uma
vez que todas as amostras sdo cascas de café e o melhor tratamento para uma
amostra, provavelmente também o sera para todas as outras. As metodologias
utilizadas para extracdo de cafeina e trigonelina como base para montagem do
delineamento foram as realizadas por Monteiro & Trugo (2005) em cafés torrados e
por Perrone et al. (2008) em grdos de café verde e torrado. Na Tabela 6, sdo

mostrados os tratamentos realizados para montagem do delineamento.

Para cada extracao, foi pesado 0,1 grama de amostra em tubo Falcon de

50 mL, em seguida, foram adicionados 10 mL de agua Milli-Q-purificada em
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ebulicdo. Os tubos foram acondicionados em banho tipo Dubnoff (100 °C) com
agitacao por 5, 10 ou 15 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10
minutos e os sobrenadantes foram recolhidos em baldes volumétricos de 50 mL.
Nos tratamentos com mais de 1 extracao, foram adicionados 10 mL de agua Milli-Q-
purificada ao residuo resultante e o0 processo de extracdo foi repetido. Os
sobrenadantes foram adicionados aos obtidos na extracdo anterior. No fim das

extracdes, os baldes tiveram o volume completado até o menisco.

Tabela 7 — Tratamentos realizados para montagem do delineamento experimental

para otimizagdo da extracao de trigonelina em casca de café.

Tratamento Numero de extracfes Tempo de extracao
1* 2 10 min.
2* 2 10 min.
3 3 5 min.
4* 2 10 min.
5 1 5 min.
6 1 15 min.
7 3 15 min.

*Ponto Central

Os extratos obtidos foram filtrados com filtros de 0,20 ym e injetados no
cromatografo de fase liquida marca Shimadzu modelo Prominence. As condicdes

cromatograficas foram:

e coluna de fase reversa C-18 marca Shimadzu (4,6 pum x 150 mm), tamanho
de particulas 5 um e pré coluna com as mesmas condicdes;

e volume de injecdo: 5 uL;

e temperatura do forno: 27 °C;

o fase movel: agua:metanol (95:5);

e sistema isocratico com fluxo de 1,0 mL/min;

e duracgao da corrida: 10 minutos; e

e sistema de deteccdo DAD: 264 nm.

Para identificar a melhor extracdo foram utilizados apenas os resultados

obtidos para a trigonelina e o melhor resultado também foi aplicado para a extracao
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da cafeina. A quantificacdo da trigonelina nos extratos foi feita pela curva de
calibracdo do padrdo de trigonelina (APENDICE |). Para analise dos resultados, foi
realizado o teste de Tukey e o diagrama de pareto dos efeitos padronizados (obtido
pelo Minitab 17). O diagrama de pareto avalia a relacdo acdo-beneficio, desta

maneira, ele prioriza a acao que resultara um melhor resultado.

3.3.9 Quantificacdo de cafeina e trigonelina por cromatografia

liguida de alta eficiéncia

A extracdo de cafeina e trigonelina foi feita de acordo com o melhor
tratamento obtido na secéo 3.3.8. Foi pesado 0,1 grama de cada amostra em tubos
Falcon de 50 mL. Em seguida, foram adicionadas 10 mL de agua Milli-Q-purificada
em ebulicdo e os tubos foram acondicionados em banho tipo Dubnoff com agitacéo
a temperatura de aproximadamente 100 °C por 5 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram recolhidos em
bal6es volumétricos de 50 mL. Foram adicionados, novamente, 10 mL de agua Milli-
Q-purificada em ebulicdo aos residuos resultantes e o processo de extracao foi
repetido. Os sobrenadantes foram adicionados aos obtidos na primeira extracéo e o
volume dos baldes foi completado com agua Milli-Q-purificada até o menisco. Os
baldes foram agitados em voOrtex e o0s extratos foram filtrados com seringas
acopladas em filtros micropore 0,2 um. Antes da injecdo no cromatégrafo, as
amostras foram diluidas com &gua Milli-Q-purificada para a concentracdo de

aproximadamente 0,0004 g/mL.

Os padrdes foram preparados pesando 25 mg de trigonelina e cafeina em
baldes volumétricos de 50 mL. Os bal6es foram completados com agua Milli-Q-
purificada até o menisco. Da solucdo preparada, foram feitas diluicbes para
construcdo das curvas de calibracdo, nas seguintes concentracdes: 0,001, 0,0025,
0,005, 0,0075, 0,01 e 0,0125 mg/mL.

Foi utilizado o cromatégrafo de fase liquida marca Shimadzu modelo
Prominence, com as seguintes condi¢des cromatograficas (MONTEIRO; TRUGO,
2005):
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e coluna de fase reversa C-18 marca Shimadzu (4,6 pm x 150 mm), tamanho
de particulas 5 pm e pré coluna com as mesmas condices;

e volume de injecdo: 5 uL;

e temperatura do forno: 27 °C;

e tempo de corrida: 10 minutos;

e sistema isocratico com fluxo de 1,0 mL/min;

e fase movel para cafeina: metanol:dgua (40:60);

e fase movel para trigonelina: metanol:agua (5:95);

e comprimento de onda para cafeina: 272 nm; e

e comprimento de onda pra trigonelina: 264 nm.

A identificacdo da cafeina e trigonelina nas amostras foram feitas
utilizando o tempo de retencéio e o espectro dos padrdes individuais (APENDICES J
e K). A quantificacdo foi feita por meio da curva de calibracdo dos padrdes
(APENDICES | e L). Plotou-se no Microsoft Excel as concentracdes de cafeina e
trigonelina (ng/mL) no eixo X versus as respectivas areas no eixo Y e calculou-se a

equacao da reta.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises foram conduzidas em triplicata, calculando-se média e
desvio padréo para cada resultado obtido. Foi feita a analise de variancia (ANOVA) e
o teste de Tukey para comparar diferencas entre as médias. As diferencas entre

essas médias no nivel de 5 % foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados obtidos para os teores de
compostos fendlicos extraiveis e ndo extraiveis nas amostras de cascas de café

analisadas.

Tabela 8 — Teores de compostos fendlicos extraiveis e ndo extraiveis de cascas de

café.
Amostra FE (mg EAG*/100 Q) FNE (mg EAG*/100 Q)
Cs1 983,054 +32,682 a 2.270,202 + 127,489 a
CSi1b 904,735+ 9,474 b 3.002,164 + 144,542 b
CSs2 274,768 + 6,348 ¢ 2.535,051 + 268,240 a
CS2b 196,311 +12,535d 3.011,147 + 118,730 b

*EAG = equivalente de acido galico

Letras diferentes na mesma coluna indica diferengas estatisticamente significativa (p < 0,05).

As amostras CS1 e CS1b apresentaram elevado contetddo de fendlicos
extraiveis quando comparado as amostras CS2 e CS2b, o que ja era esperado pela
coloracdo dos extratos obtidos (Figuras 22 e 23), sendo que o0s extratos das
amostras CS1 e CS1b apresentaram coloracdo bem mais acentuada. Como as
amostras CS2 e CS2b continham elevada quantidade de pergaminho, pode-se
deduzir que o pergaminho do café apresenta quantidade inferior de FEs que a pele
externa (casca) de café. O que foi justificado por Stalikas (2007), que afirma que a
maior concentracdo de compostos antioxidantes ocorre na pele externa, servindo
estas de protecdo aos frutos contra agentes agressores externos, como bactérias e

insetos.

O branqueamento € um pré-tratamento que inativa as enzimas
polifenoxidases, responsaveis pela oxidacdo de compostos fendlicos (HELDMAN;
HARTEL, 1998). Porém, as amostras que foram branqueadas apresentaram valores
inferiores de FEs que as amostras ndo branqueadas, o que pode ter ocorrido devido
a exposicao das cascas a elevada temperatura durante o branqueamento, uma vez

gue compostos antioxidantes sdo sensiveis a acao da luz, oxigénio e calor (AZIZAH
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et al., 1999). Desta maneira, pode-se dizer que o branqueamento nao teve efeito na

preservacao dos compostos fendlicos extraiveis neste trabalho.

Os valores de FEs encontrados por Melo (2013) em casca de café seca
(823,67 mg EAG/100 g) e por Baggio (2006) em extrato aquoso de cascas de café
(288,64 mg EAG/100 g) foram inferiores aos encontrados neste trabalho para as
amostras CS1 e CS1b e superiores aos encontrados para as amostras CS2 e CS2b.
A variacdo de teores fendlicos encontrados por varios autores em um mesmo
vegetal € justificada pela influéncia de diversos fatores na quantidade final de
fendlicos totais, tais como: maturacdo, espécie, praticas de cultivo, origem
geografica, estadgio de crescimento, condicbes de colheita e processo de
armazenamento (SOUSA et al.,, 2010). Além disso, a quantidade de fendlicos
presentes nos vegetais pode variar de acordo com fatores que ndo sao intrinsecos
ao alimento, como radiacdo solar, época do ano, periodos chuvosos ou ndo,
radiacdo UV, dentre outros fatores, que podem interferir no metabolismo e producéao
de fendlicos nos alimentos (MACHADO et al., 2008).

As cascas de café apresentaram valores inferiores de FEs do que aos
encontrados em farinha de casca de jabuticaba (2.450 mg EAG/100 q)
(MARQUETTI, 2014), casca de alho (2.500 mg EAG/100 g) (ZUORRO et al., 2015) e
abacate (5.160 mg EAG/100 g) (WANG et al., 2010). Porém, todas as amostras
tiveram resultados maiores de FEs que o encontrado por Martinez-Cruz & Paredes-
Lépes (2014) em semente de chia (164 mg EAG/100 g) e apenas a amostra CS1
teve resultado superior que o encontrado por Ajila et al. (2010) em manga (962 mg
EAG/100 g).

Todas as amostras apresentaram teores elevados de FNESs, sendo que as
amostras branqueadas apresentaram maior quantidade. Desta maneira, € possivel
dizer que o branqueamento favoreceu a preservacdo dos compostos fendlicos ndo
extraiveis. Por estarem mais aprisionados na matriz da planta, estes compostos
podem ter tido uma protecdo maior em relacdo a elevada temperatura submetida
durante o branqueamento. E, como as enzimas polifenoxidases foram inativadas nas

amostras branqueadas, houve uma maior conservacéo dos fendlicos ndo extraiveis.

Apesar das amostras CS2 e CS2b terem apresentado maior quantidade

de FEs que as amostras CS1 e CSlb, elas nédo apresentaram diferencas
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significativas de FNEs, podendo concluir que ndo ha diferenca dos compostos

fendlicos ndo extraiveis presentes em pele externa (casca) e pergaminho do café.

Estudos relacionados a fracao fendlica ndo extraivel sao limitados, sendo
que a maioria dos estudos encontrados na literatura atualmente sé aborda as
concentragfes de FEs, ignorando os compostos que ficam retidos nos residuos da
extracdo. Os estudos que avaliaram as fracdes fendlicas ndo extraiveis (ARRANZ;
SAURA-CALIXTO, 2010; PEREZ-JIMENEZ et al., 2009) tiveram resultados maiores
para as fracOes fendlicas ndo extraiveis do que para as fracdes fendlicas extraiveis,
0 que esta coerente com os resultados obtidos neste trabalho. Arranz et al. (2009)
encontrou 0s seguintes valores de FEs e FNEs, respectivamente, em diversos
vegetais: 14,9 mg/100 g e 80,3 mg/100 g (maca), 25,91 mg/100 g e 52,8 mg/100 g
(péssego) e 10,27 mg/100 g e 65,8 mg/100 g (nectarina).

De acordo com Vasco et al. (2008), pode-se classificar os frutos em baixo
(menor que 100 mg EAG/100 g), médio (de 100 a 500 mg EAG/100 g) e alto teor de
compostos fendlicos (maior que 500 mg EAG/100 g). Com esta classificacdo, as

amostras analisadas possuem alto teor de compostos fendlicos.

4.2. PROANTOCIANIDINAS TOTAIS

Na Tabela 9, sdo apresentados os resultados obtidos para as
proantocianidinas totais. Os resultados obtidos para EPAs mostram que as amostras
de cascas de café com pequena quantidade de pergaminho (CS1 e CS1b)
apresentaram valores superiores que as amostras de casca de café com elevada
guantidade de pergaminho (CS2 e CS2b). O que ja era esperado, uma vez que as
amostras de CS1 e CS1b apresentaram maior teor de FEs. Com esses resultados, €
possivel reforcar que o pergaminho do café contribui para diminuir o conteudo
fendlico extraivel da casca de café. As amostras CS1 e CS1b néo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa e a amostra CS2 apresentou valor superior
gque a amostra CS2b, o que reforca que o branqueamento nao teve efeito na

conservacao dos compostos fendlicos extraiveis das cascas analisadas.

Os resultados obtidos para as NEPAs mostram que as amostras

branqueadas tiveram valores maiores do que as amostras nao branqueadas, o que
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indica que o branqueamento contribuiu para preservar a fragcdo de proantocianidina
gue permanece aprisionada na matriz da casca. As amostras com maior quantidade
de pergaminho (CS2 e CS2b) apresentaram valores inferiores que os das amostras
com menor quantidade de pergaminho em relacdo as NEPAs, resultado semelhante

ao obtido para as EPAs.

Tabela 9 — Teores de proantocianidinas extraiveis e ndo extraiveis em cascas de

cafeé.
Amostra EPA (mg PA/100 g) NEPA (mg PA/100 g)
Cs1 3.157,022 + 70,77 a 2.025,85 + 55,68 a
CSib 3.265,088 + 69,51 a 2.703,33+10,73 b
CS2 2.158,588 +48,70 b 1.837,77 £23,73 ¢
CS2b 1.990,817 +32,20 c 2.387,34 +32,88 d

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

Arranz et al. (2009) encontraram o0s seguintes valores de EPAs em maca,
péssego e nectarina, respectivamente: 5,3 mg/100 g, 22 mg/100 g e 8,56 mg/100 g.
Ja para as NEPAs, os valores encontrados foram 45,77 mg/100 g, 59,1 mg/100 g e
45,8 mg/100 g, respectivamente. No presente estudo, os resultados encontrados
para as NEPAs ndo foram maiores que os encontrados para as EPAs, o que nao
esta de acordo com o encontrado no estudo de Arranz et al. (2009). Esta divergéncia
pode ser porque Arranz et al. (2009) utilizou o método de CLAE para quantificar as
EPAs e o método utilizado no presente trabalho foi utilizando espectrofotometro UV-
Vis, que ndo é um método muito preciso, pois pode quantificar outros compostos

além das proantocianidinas.

Os valores de NEPAs encontrados neste estudo foram superiores aos
encontrados por Zurita et al. (2012) para ma¢a com casca (55 mg/100 g) e feijao
cozido (591 mg/100 g); Arranz et al. (2009) para maca (45,77 mg/100 g), péssego
(59,1 mg/100 g) e nectarina (45,8 mg/100 g) e Pérez-Jiménez et al. (2009) para péra
com casca (183 mg/100 g), uva branca (529 mg/100 g), nectariana com casca (241
mg/100 g) e macad com casca (259 mg/100 g). Porém, foram inferiores que o0s
encontrados por Pérez-Jiménez et al. (2009) para bagaco de uva vermelha (9.870

mg/100 g) e casca de uva vermelha (24.168 mg/100 g).
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Os resultados encontrados para as amostras CS1 e CS2 pra NEPAs
foram bem préximos ao encontrado por Zurita et al. (2012) em banana (1.751
mg/100 g) e as amostras CS1lb e CS2b tiveram resultados bem proximo ao
encontrado por Zurita et al. (2012) em bagaco de uva (2.716 mg/100 Q).

4.3. COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Dentre os padrbes disponiveis para realizacdo da analise, foram
identificados o acido clorogénico e o &cido protocatecuico (APC) nas amostras. Os

resultados obtidos estao representados na Tabela 10.

Tabela 10 — Quantidade de &cido clorogénico e acido protocatecuico em amostras

de casca de café.

Amostra Acido clorogénico Acido protocatecuico
(mg/100 g) (mg/100 g)
Cs1 121,551 +0,178 a 28,235 +0,183 a
CSib 174,265+ 0,262 b 14,420 +0,014 b
CS2 17,190 +0,127 c -
CS2b 43,086 + 0,163 d -

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

Os cromatogramas e 0s espectros obtidos para o &cido clorogénico nas
amostras analisadas estao representados nas Figuras 27, 28, 29 e 30. As amostras
branqueadas apresentaram valores superiores de acido clorogénico em relacao as
amostras ndo branqueadas, o que indica que o acido clorogénico pode ser estavel a
elevadas temperaturas. As amostras com maior quantidade de pergaminho
apresentaram valores inferiores que as amostras com menor quantidade de
pergaminho, 0 que ja era esperado, uma vez que as amostras CS1 e CSlb

apresentaram valores superiores de FEs que as amostras CS2 e CS2b.
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Figura 29 — Cromatograma e espectro do acido clorogénico obtido na amostra CS2.
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CS2b.

Os valores de &cido clorogénico obtidos em todas as amostras foram

superiores que os obtidos por Arranz et al. (2009) em macga (6,22 mg/100 g),
péssego (10,24 mg/100 g) e nectarina (2,5 mg/100 g) e por Zhang et al. (2016) em
goji (40,89 mg/100 g) e inferiores que o obtido por Belguidoum et al. (2014) em café
cru da espécie robusta (2.815 mg/100 g). O valor obtido por Al-Dhabi et al. (2017) de
acido clorogénico em borra de café (143 mg/100 g) foi bem proximo ao obtido nas

amostras CS1 e CSlb. Estes resultados mostram que cascas de café contém

elevada quantidade de acido clorogénico em

relacdo a outros vegetais e

guantidades semelhantes a borra de café e que apesar das cascas de café terem
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guantidades elevadas de ACG, a maior quantidade deste acido esta presente nas

sementes de café.

Alimentos com quantidades significativas de acido clorogénico sdo muito
visados, uma vez que apresentam varias funcdes bioldgicas comprovadas. Estudos
revelaram que os &cidos clorogénicos tém varias propriedades farmacoldgicas, tais
como capacidade de aumentar a utilizacdo da glicose hepatica (JOHNSTON et al.,
2003), atividade antioxidante (CASTILHO et al., 2002), atividade antiespasmadica
(TRUTE et al., 1997), inibicdo da integrase de HIV-1 (MCDOUGALL et al., 1998) e
inibicdo da mutagenicidade de compostos carcinogénicos (STICH et al., 1982).

O &cido protocatecuico (APC) também tem atraido crescente interesse no
mercado de alimentos saudéaveis, devido as respectivas fungdes biolégicas (XIE et
al., 2014). Estudos indicam que o APC apresenta varias atividades bioativas, como
forte antioxidante (PALAFOX-CARLOS et al., 2012), anti-cancerigeno (YIN et al.,
2009) e anti-inflamatério (CORNO et al., 2014). Os cromatogramas e 0S espectros
obtidos para o acido protocatecuico nas amostras analisadas estdo representados
nas Figuras 31, 32, 33 e 34.
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Figura 31 - Cromatograma e espectro do acido protocatecuico obtido na amostra
CS1.
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Figura 34 - Cromatograma e espectro do acido protocatecuico obtido na amostra
CS2b.

As amostras CS2 e CS2b ndo apresentaram valores de area significativo
de APC para que fosse possivel realizar os célculos, porém, tracos do mesmo foram
identificados nestas amostras. Devido as baixas concentracbes de APC nas
amostras CS2 e CS2b, nao foi possivel identificar seus espectros, pois eles ficaram
distorcidos. Xie et al. (2014) relataram que é dificil realizar analises qualitativas e
guantitativas de APC em matrizes complexas, como alimentos, devido a baixa
concentracdo destes (por exemplo, < 1 yg/mL em sucos de frutas) e a coeluicdo com

algumas interferéncias polares na andlise em CLAE.

A amostra CS1 apresentou valor superior de APC do que a amostra
CSl1b, o que indica que houve perdas de &acido protocatecuico no branqueamento.
Isto pode ter ocorrido pelo fato do &cido protocatecuico ser pouco estavel em altas
temperaturas. A quantidade de APC nas amostras com menor quantidade de
pergaminho foi superior as das amostras com maior quantidade de pergaminho,
resultado semelhante ao do acido clorogénico, o que, também, esta coerente com 0s

resultados obtidos para os FEs.

Os valores encontrados por Arranz et al. (2009) para APC em maca (1,3
mg/100 g), péssego (1,24 mg/100 g) e nectarina (1,4 mg/100 g) e por Butsat &
Siriamrnpun (2010) em casca de arroz (< 1,4 mg/100 g) foram inferiores que os
encontrados para as amostras CS1 e CS1b, porém, o valor encontrado por Al-Dhabi
et al. (2017) em borra de café (53 mg/100 g) foi superior. Estes resultados indicam
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que cascas de café contém quantidades elevadas de acido protocatecuico em
relacdo a outros vegetais, porém, ndo € a fracdo do café que apresenta a maior

guantidade.

4.4 COMPOSICAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS POR
CROMATOGRAFIA A GAS

Uma das informacdes mais importantes para caracterizar a estrutura de
um polissacarideo é identificar seus monossacarideos constituintes. Os resultados
obtidos em porcentagens molares relativas (% mol) para os monossacarideos das

amostras analisadas estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Porcentagens molares relativas de monossacarideos em cascas de

café.

Monossacarideo CS1 (% mol) CSlb (% mol) CS2 (% mol) CS2b (% mol)

Ramnose 3,04+t0,60a 298+052a 2,66+038a 2,46+0,58a
Arabinose 2524 +137a 25/17+126a 1791+1,77b 16,14+1,77b
Xilose 3292+146a 2369+1,17b 5553+189c 53,66+1,87c
Manose 967+090a 10,00t1,10a 5,33+0,96b 4,47+0,86b
Galactose 1191+24ab 1369+1,78b 959+232a 1052+1,39a
Glicose 1584+1,32a 2292+128b 8,68+092c 12,74+1,23d
Mio-Inositol 1,38+0,12a 1,54+0,17a 0,30+0,04b od

Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Sete monossacarideos foram detectados nas amostras avaliadas, sendo

eles: ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose, glicose e mio-inositol. Todos
0S monossacarideos, exceto a xilose, estdo presentes em maior quantidade nas
amostras com maior quantidade de pele externa (casca) do que de pergaminho. As
amostras branqueadas e nao branqueadas tiveram pequenas variagcbes das
porcentagens dos monossacarideos, sendo que a glicose apresentou variagdo mais
expressiva. O branqueamento contribuiu para aumentar a porcentagem molar

relativa da glicose nas amostras.
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Nas Figuras 35, 36, 37 e 38, sdo apresentados 0os cromatogramas obtidos
para cada amostra. A alose corresponde ao padrao interno, utilizado para realizacéao

dos calculos.
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Figura 35 — Monossacarideos presentes na amostra CS1 (1-Ramnose, 2-
Arabinose, 3-Xilose, 4-Alose-padréo interno, 5-Manose, 6-Galactose, 7-Glicose, 8-

Mio-Inositol).
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Figura 36 — Monossacarideos presentes na amostra CS1b (1-Ramnose, 2-

Arabinose, 3-Xilose, 4-Alose-padréao interno, 5-Manose, 6-Galactose, 7-Glicose, 8-

Mio-Inositol).
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Figura 37 — Monossacarideos presentes na amostra CS2 (1-Ramnose, 2-
Arabinose, 3-Xilose, 4-alose-padréo interno, 5-Manose, 6- Galactose, 7-Glicose, 8-

Mio-Inositol).
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Figura 38 — Monossacarideos presentes na amostra CS2b (1-Ramnose, 2-
Arabinose, 3-Xilose, 4-alose-padréo interno, 5-Manose, 6-Galactose, 7-Glicose, 8-
Mio-Inositol).

Todas as amostras apresentaram elevadas porcentagens de xilose, o que

indica a presenca de xilanas e xiloglucanas em cascas de café. A presenca de xilose
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em casca de café esta de acordo com Nogueira & Lago (2009), que utilizaram a
presenca de xilose para identificar cafés torrados e moidos adulterados com cascas
de café, uma vez que as amostras adulteradas com cascas de café apresentavam

xilose na sua composicao, diferente das amostras sem a presenca de casca.

Quantidades de glicose e galactose encontradas podem estar presentes
na estrutura das xiloglucanas. Como as amostras com maior quantidade de
pergaminho (CS2 e CS2b) apresentaram maior quantidade de xilose e menor
quantidade de glicose, pode-se dizer que estas contém mais xilanas (apenas
unidades de xilose) e menos xiloglucanas que as amostras com menor quantidade
de pergaminho (CS1 e CS1b).

As amostras apresentaram tracos de mio-inositol, sendo que as amostras
CS1 e CS1b tiveram valores significativamente superiores que as amostras CS2 e
CS2h. Este monossacarideo € um isémero da glicose, sendo abundante em cereais
e frutas e pobres em alimentos de origem animal (RUIZ-ACEITUNO et al., 2014).
Estudos tém mostrado que o mio-inositol apresenta atividades bioativas, como
reducdo dos indices de diabetes gestacional (CELENTANO et al., 2016) e
tratamento de depressdo, TOC (transtorno obsessivo compulsivo) e sindrome do
panico (HARVEY et al., 2002).

Masuda et al. (2003) encontraram teores variando de 0,6-2,1 % de mio-
inositol em polpa fresca de diversas frutas (limdo, tangerina, laranja e uva). Os
resultados encontrados para as amostras CS1 e CSlb sdo similares aos
encontrados por Masuda et al. (2003), porém, os resultados para as amostras CS2 e
CS2b foram inferiores. Estes resultados indicam que o mio-inositol esta presente nos

vegetais em propor¢cdes menores do que outros monossacarideos.

A presenca de arabinose, galactose e manose pode indicar a presenca de
galactomananas e arabinogalactanas nas amostras analisadas, sendo que as
amostras CS1 e CS1b apresentaram quantidades superiores, podendo dizer, que a
pele externa (casca) do café contém maior quantidade destes polissacarideos do
gue o pergaminho do café. Estudos mostram a possibilidade de que existam outros
residuos de acUcares na estrutura primaria das moléculas de galactomanas (por

exemplo, glicose e arabinose) e arabinogalactanas (ramnose) (SIMOES et al., 2014).
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Passos & Coimbra (2013) encontraram 0s monossacarideos arabinose (6
% mol), manose (45 % mol), galactose (25 % mol) e glicose (24 % mol) em borras de
café submetidas a extracdo com &gua superaquecida. Ballesteros et al. (2015)
encontraram arabinose (19,93 % mol), manose (4,43 % mol), galactose (60,27 %
mol) e glicose (15,37 % mol) em borras de café. A auséncia de xilose nas borras

confirma que a xilose esta presente apenas nas cascas de café.

4.5. OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE TRIGONELINA

Os resultados obtidos para cada tratamento estdo apresentados na
Tabela 12. O diagrama de pareto dos efeitos padronizados (Figura 39) mostra que o
namero de extracdes tem influéncia significativa na extragdo de trigonelina em
cascas de café. Ja o tempo de extracdo e os dois fatores juntos ndo apresentaram
influéncia significativa. Pelo teste de Tukey, os tratamentos com 1 extracao
apresentaram valores menores que os tratamentos com 2 e 3, sendo que estes ndo
apresentaram diferenca significativa entre eles. Nenhum dos tratamentos apresentou
diferenca significativa de acordo com o tempo de extracdo pelo teste de Tukey.
Pelos resultados obtidos pelo diagrama de pareto e pelo teste de Tukey, pode-se
dizer que o melhor tratamento € o que envolve 2 extragdes com 5 minutos cada,
uma vez que o tempo néo teve interferéncia e os tratamentos com 2 e 3 extracdes

apresentaram valores semelhantes estatisticamente.

Tabela 12 — Quantidade de trigonelina em casca de café para diversos tratamentos

de extracao.

Tratamento Trigonelina mg/100 g

1 538,217+ 6,5b
513,300+6,4 b
519,983 +59b
547,717 + 6,2 b
433,808 + 4,9 a
457,923 +5,2a
7 538,325+6,3 b

O 01T A W N

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Area pico; o = 0,05)

Term 4,303
I
| Factor Name
A Namero de extracdo
B Tempo de extragédo
A
B
AB

0 1 2 3 4 5

Standardized Effect

Figura 39 — Diagrama de pareto dos efeitos padronizados de tratamentos para

extracao de trigonelina com 2 fatores.

4.6 CAFEINA E TRIGONELINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Os resultados obtidos para determinacao de cafeina nas amostras estédo

apresentados na Tabela 13 e os cromatogramas nas Figuras 40, 41, 42 e 43.

Tabela 13 — Quantidade de cafeina em amostras de casca de café

Amostra Cafeina (mg/100 Q)
Cs1 618,10 + 6,66 a
CS1b 522,09 +0,62 b
Cs2 696,22 + 4,86
CS2b 418,13 +0,65d

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 40 — Cromatograma e espectro de cafeina obtido na amostra CS1.
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Figura 41 - Cromatograma e espectro de cafeina obtido na amostra CS1b.
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Figura 43 - Cromatograma e espectro de cafeina obtido na amostra CS2b.

As amostras branqueadas apresentaram valores inferiores de cafeina do
gue as amostras nao branqueadas, o que pode ser justificado pelo fato da cafeina
ser muito solivel em agua, resultando, portanto, em perdas durante o
branqueamento. O branqueamento é feito com agua em temperatura elevada,
semelhante com o método de extracdo da cafeina, diferindo em relacdo ao tempo
exposto a 4gua quente. A exposicdo a agua quente no branqueamento durou um

minuto, mesmo assim foi possivel que ocorresse uma perda significativa de cafeina.

A amostra com maior quantidade de pergaminho sem o branqueamento

apresentou valor superior do que a amostra com pequenas quantidades de

3.

n

10,0
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pergaminho sem o branqueamento, 0 que indica que o pergaminho do café contém
mais cafeina do que a pele externa (casca) do café. Porém nas amostras
branqueadas ocorreu o inverso, o que pode ter ocorrido devido h4 uma maior ou

menor perda de cafeina em alguma das amostras durante o branqueamento.

Perrone et al. (2008) encontraram o valor de 919 mg/100 g de cafeina em
café cru da espécie arabica e o valor de 1.701,3 mg/100 g em café verde da espécie
robusta, o que indica que cascas de café da espécie robusta vao ter quantidades
superiores de cafeina do que as encontradas neste estudo (espécie arabica). O
valor encontrado por Perrone et al. (2008) foi superior do que os valores
encontrados neste estudo, porém ele analisou o grdo de café inteiro e de acordo
com CAMPOS-VEGA et al. (2015), o teor de cafeina nos residuos de café é menor
do que nos graos de café, portanto, os valores encontrados neste estudo estdo

coerentes.

Salinas-Vargas & Cafizares-Macias (2014) analisaram o teor de cafeina
em 8 amostras de café cru, obtendo valores variando de 400,00 a 933,00 mg/100 g.
Em relacdo aos resultados obtidos neste estudo e aos obtidos por Salinas-Vargas &
Canizares-Macias (2014) e Perrone et al. (2008), pode-se dizer que mais da metade
da quantidade de cafeina do café fica no residuo do processamento a seco dos
graos (cascas de café), que é inutilizado atualmente.

O teor de cafeina foi analisado por Bae et al. (2015) em ch& mate (1.130
mg/100 g), ché& preto (2.009 mg/100 g) e cha verde (2.050 mg/100 g) e por Arai et al.
(2015) em amostras de café instantaneo (+ 3.200 mg/100 g). A quantidade de
cafeina em café instantaneo foi expressivamente superior que a das amostras de

chés, o que mostra o grande potencial do café como fonte alimentar de cafeina.

Os resultados obtidos para trigonelina nas amostras estdo apresentados

na Tabela 14 e os cromatogramas e espectros nas Figuras 44, 45, 46 e 47.
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Tabela 14 — Quantidade de trigonelina em amostras de casca de café.

Amostra Trigonelina (mg/100 g)
Cs1 542,80 + 6,54 a
CS1b 285,58 +4,83 b
CS2 246,21 + 2,56 ¢
CS2b 20,16 + 0,20 d

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 44 - Cromatograma e espectro de trigonelina obtido na amostra CS1.
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Figura 45 - Cromatograma e espectro de trigonelina obtido na amostra CS1b.
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Figura 47 - Cromatograma e espectro de trigonelina obtido na amostra CS2b.

A quantidade de trigonelina encontrada nas amostras majoritariamente
por pele externa (casca) foi superior do que nas amostras compostas
majoritariamente por pergaminho, mostrando, portanto, que ao contrario da cafeina,
a trigonelina esta presente em menor quantidade no pergaminho do café do que na
pele externa (casca) do café. As amostras branqueadas apresentaram valores
inferiores do que as amostras ndo branqueadas, 0 que mostra que o branqueamento
também contribuiu para perdas de trigonelina em cascas de café. A perda de
trigonelina pelo branqueamento foi expressivamente maior do que a perda de
cafeina, mostrando que a extracdo de trigonelina com &gua quente ocorre mais
facilmente.

10,0

in
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O espectro da trigonelina na amostra CS2b ficou diferente dos das
demais amostras, 0 que pode ter ocorrido devido ao fato da quantidade de
trigonelina na amostra ter sido quase nula, desta forma, o pico da trigonelina saiu

muito préximo aos ruidos da fase movel.

Perrone et al. (2008) encontraram os valores de 1.029,9 mg/100 g e 900,6
mg/100 g de trigonelina em café cru das espécies ardbica e robusta,
respectivamente. Com estes resultados, pode-se dizer que valores de trigonelina em
cascas de café da espécie robusta tendem a serem menores que 0s encontrados

neste estudo.

Matsui et al. (2007) encontraram os valores de trigonelina de 1.010
mg/100 g, 910 mg/100 g e 210 mg/100 g em amostras de trevo (Trifolium
incarnatum), café (C. arabica) e alfafa (Medicago sativa), respectivamente. Estes
resultados mostram o potencial do café como fonte de trigonelina. As cascas de café
analisadas neste estudo, exceto a amostras CS2b, apresentaram valores superiores
gue o valor encontrado por Matsui et al. (2007) em alfafa e em algumas amostras de

café instantaneo (302 — 976 mg/100 g) encontradas por Arai et al. (2015).

Com os resultados obtidos neste estudo e com os obtidos por Perrone et
al. (2008) e por Matsui et al. (2007), pode-se dizer que quantidades significativas de
trigonelina ficam nos residuos obtidos no processamento a seco dos grédos de café
(cascas de café), sendo, portanto, mais uma forma de agregar valor a estes residuos

gue néo possuem valor econémico atualmente.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo mostra que cascas de café contém elevados teores de
compostos fendlicos, sendo que o pergaminho do café contem quantidade inferior a
da pele externa (casca) do café. O branqueamento contribuiu para preservar os
fendlicos ndo extraiveis nas cascas de café, porém, acarretou perdas de fendlicos

extraiveis.

Foram identificados nas amostras analisadas acido clorogénico e acido
protocatecuico, sendo que o0 acido clorogénico apresentou-se em quantidades
superiores as de &cido protocatecuico. Amostras com maior quantidade de
pergaminho apresentaram valores inferiores desses acidos que as amostras com
maior quantidade de pele externa (casca). O branqueamento ocasionou perdas de
acido protocatecuico e preservou o acido clorogénico. As amostras tiveram valores
superiores destes acidos que valores encontrados na literatura para diversos
vegetais. A presenca destes acidos nos alimentos & importante, pois eles tém
atividades biolégicas comprovadas, como anti-cancerigena e antioxidante, dentre

outras.

A composicao quimica dos polissacarideos indicou a presenca de xilanas,
xiloglucanas, galactomananas e arabinogalactanas nas amostras. Foi identificada,
também, a presenca de mio-inositol nas amostras, o que tem grande importancia,
pois este monossacarideo tem relagdo com o tratamento de doencas psiquiatricas e

reducao dos indices de diabetes gestacional.

Os resultados para cafeina e trigonelina indicam que as cascas de café
contém quantidades significativas destes compostos presentes nos frutos de café. O
branqueamento ocasionou perdas de cafeina e trigonelina nas amostras e aquelas
com maior quantidade de pergaminho contém quantidade superior de cafeina e

inferior de trigonelina.

Com a realizacao deste trabalho, € possivel concluir que cascas de café
sao fontes importantes de compostos bioativos, tendo, portanto, um elevado valor

agregado. E importante que estudos in vivo sejam feitos para que o mecanismo de
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acao desses compostos bioativos seja esclarecido. Sugere-se, também, que estudos

in vivo e in vitro de toxicidade sejam feitos com cascas de café.
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APENDICE A — Curva padrdo de &cido gélico utilizada para quantificacdo de

compostos fendlicos extraiveis.
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APENDICE B — Curva padrdo de &cido galico utilizada para quantificagdo de

compostos fendlicos ndo extraiveis (taninos hidrolisaveis).
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APENDICE C — Curva Padréo de taninos de alfarroba utilizada para quantificacéo de

proantocianidinas totais.
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APENDICE D - Cromatograma e espectro de acido protocatecuico obtido através da

leitura do padr&o na concentragéo de 35 pg/mL.
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APENDICE E - Cromatograma e espectro de acido clorogénico obtido através da

leitura do padrédo na concentracdo de 35 pg/mL.
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APENDICE F — Curva padréo do &cido clorogénico.
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APENDICE G — Curva padréo do acido protocatecuico.
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APENDICE H — Cromatograma dos 13 padrdes de monossacarideos (1-Eritritol, 2-

Deoxiribose, 3-Ramnose,

4-Fucose, b5-Ribose, 6-Arabinose, 7-Xilose, 8-

Deoxiglicose, 9- Alose, 10- Manose, 11- Galactose, 12- Glicose, 13- Mio-Inositol).

30,00
28,000
26,000
24,000
22,000
20,000
18,000)
16,000)
14,000
12,000)
10,000]
8,000
6,000z
4,00 i
2,00

uVv

15 20

Min

25 30 35



APENDICE | — Curva padrao de trigonelina.
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APENDICE J- Cromatograma e espectro de cafeina obtido através da leitura do

padrao na concentracdo de 0,0025 g/mL.

(Ts] @

e 2 mAU

c._ N

o3 4

o 5

=1k ]

o~ o

i 0_l LA MR LA MR ['”"l” T
- 200 300 400 500 600 700

‘c___ nm
m._

(=]

E
§3

E

w
SEE
g"-c.' s & s o b 9w & v o 9w & . o w o w o o o

(=] o — — (2] o~ (2] (2] -+ = w w w w P~ P~ -] L-+] @ [=2]

=
a
a
1149



101

APENDICE K — Cromatograma e espectro de trigonelina obtido através da leitura do

padrdo na concentracdo de 0,0025 g/mL.
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APENDICE L — Curva padréo de cafeina.
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