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BAGGIO, J. Avaliagdo dos residuos (casca e pé organico) de café (Coffea arabica L.) como
provavel fonte de substancias bioativas. 2006. 77 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos

Alimentos) Universidade Federal de Santa Catarina. Florianopolis - SC.

RESUMO

Os extratos aquoso, alcodlico e etéreo de dois subprodutos gerados pela induastria cafeeira
(cascas e po organico) foram avaliados quanto ao contetdo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante, com o objetivo de observar a influéncia de cada solvente extrator. Para
isto, os residuos, cedidos pelas Companhias Cooxupé (Guaxupé - MG) e Garcafé (Garga - SP),
foram submetidos ao método de Folin-Ciocalteau, que quantifica os fendlicos totais, ao método
radicalar ABTS [2,2’- azinobis — (3-etilbenzotiazonelina-6-acido sulfénico)] e ao sistema de co-
oxidagdo B-caroteno/ acido linoléico, que medem a atividade antioxidante de cada extrato, tendo
sido o ultimo também utilizado para verificar o sinergismo entre as amostras e o antioxidante
sintético BHT (butil hidroxi tolueno). Os resultados indicaram uma alta atividade antioxidante
nos extratos aquosos das cascas de café; o p6 organico apresentou capacidade antioxidante em
todos os extratos, ¢ a ordem foi: etéreo > alcodlico > aquoso. Foi observada uma correlagao
linear entre o contetdo de fendlicos totais ¢ a atividade antioxidante (R2 =0,9897). Também foi
demonstrado o sinergismo entre o extrato aquoso da casca da Companhia Cooxupé a 200 ppm e
o BHT, que mostrou uma inibi¢ao da oxidagdo de 88%. Por ter sido a inica amostra a apresentar
atividade em todos os extratos, o po organico de café foi submetido a um fracionamento, com o
intuito de identificar quais os acidos fendlicos responsaveis pela atividade antioxidante. Estas
fracdes foram submetidas a analise cromatografica, além da avaliagdo da atividade antioxidante e
do conteudo de fendlicos totais. Verificou-se que as fragdes do pd organico t€m alto contetido de
fendlicos, variando de 2.013,26 a 4.620,94 mg GAE (equivalentes em acido gélico) por 100g de
amostra (peso seco). As fragdes de acidos fendlicos livres, ésteres soluveis e ésteres insoluveis
de 4cidos fenolicos foram submetidas a cromatografia gasosa, € a quantificacdo foi baseada nos
tempos de retengdo dos padrdes de acidos fendlicos. O écido salicilico foi predominante em
todas as fragdes, com valores acima de 90%. Apesar disto, estas altas concentragdes ndo parecem
ser as responsaveis pela atividade antioxidante total. Os resultados apresentados por estes
estudos in vitro indicam a possibilidade da utilizagdo destes subprodutos como substituintes dos
antioxidantes sintéticos amplamente empregados pelas industrias, considerando-se a atual
preocupagdo dos consumidores com os efeitos deletérios destes compostos.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, café, polifendis, atividade antioxidante



BAGGIO, J. Evaluation of coffee (Coffea arabica L.) residues (peels and organic dust) as a
probable source of bioactive compounds. 2006. 77 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos

Alimentos) Universidade Federal de Santa Catarina. Florianopolis - SC.

ABSTRACT

The aqueous, alcoholic and etheric extracts of two by-products generated by the coffee industry
(peels and organic dust) had their total phenolic content and antioxidant activity evaluated, and
the objective was to observe the influence of each extraction solvent. Thus, the residues given by
the Companies Cooxupé (Guaxupé - MG) and Garcafé (Garca - SP), were submitted to the
method Folin-Ciocalteau, which quantifies the total phenolics, to the method ABTS [2,2’-
azinobis — (3-etilbenzotiazonelina-6-acido sulfonico)] and to the co-oxidation system B-carotene/
linoleic acid, which measure the antioxidant activity of each extract, have been the last also used
to verify the synergism between the samples and the synthetic antioxidant BHT (butylated
hydroxytoluene). The results indicated a high antioxidant activity in the aqueous extracts of
coffee peels; the organic dust displayed antioxidant capacity in all extracts, and the order was:
etheric > alcoholic > aqueous. A linear correlation was observed between the total phenolic
content and the antioxidant activity (R*> = 0.9897). It was also demonstrated the synergism
between the aqueous extract of the coffee peels from Cooxupé at 200 ppm and BHT, showing
88% of inhibition of oxidation. Since the organic dust was the only sample presenting activity in
all extracts, it was submitted to a fractionation, with the aim of identifying which phenolic acids
were responsible for the antioxidant activity. These fractions were submitted to chromatographic
analysis, and also for the evaluation of antioxidant activity and total phenolics. It was verified
that the organic dust fractions have high contents of phenolics, ranging from 2,013.26 to
4,620.94 mg GAE (gallic acid equivalents) per 100g dry matter. The free phenolic acid, soluble
esters and insoluble-bound fractions were submitted to gas chromatography, and the
quantification was based on the retention times of the phenolic acids standards. Salicylic acid
was predominant in all fractions, presenting values over than 90%. However, these high
concentrations don’t seem to be responsible for the total antioxidant activity. The results
presented in these in vitro studies indicate the possibility of using these by-products as
substitutes for the synthetic antioxidants widely used by the industries, concerning the consumers
preoccupation related to their deleterious effects.

Keywords: industrial residues, coffee, polyphenols, antioxidant activity
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INTRODUCAO

Os subprodutos agricolas contém uma variedade de espécies biologicamente ativas, ricas em
polifendis antioxidantes, que na maioria das vezes é descartada (RICE-EVANS 2001). O
processamento de alimentos derivados de plantas resulta na producao de subprodutos, os quais
sdo fontes de compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos (SCHIEBER, STINTZING,
CARLE, 2001). Muitos processos de oxidagdo indesejados, incluindo a deterioracdo de
alimentos ¢ uma variedade de doengas, envolvem radicais livres. Os polifendis presentes nos
subprodutos agroindustriais sao produtos com potencial valor agregado, com aplicacdo como
aditivos alimenticios naturais e agentes que previnem doencas. Antioxidantes naturais dos
extratos de plantas tém se tornado atrativos devido ao interesse dos consumidores com relagio a
seguranca dos antioxidantes sintéticos nos alimentos. Extratos de frutas, vegetais e cereais
(KAHKONEN, HOPIA e HEINONEN, 2001; TSUSHIDA, SUZUKI e KUROGI, 1994;
VELIOGLU et al., 1998) e seus subprodutos, tais como as cascas dos cereais (AMAROWICZ,
NACZK e SHAHIDI, 2000) e cascas de maca (WOLFE, WU e LIU, 2003) mostraram atividade
antioxidante efetiva em sistema modelo.

Antioxidantes naturais foram também testados em sistemas alimenticios reais. Por exemplo, as
catequinas dos chas retardaram significativamente a oxidacdo lipidica em carne de frango
(TANG et al., 2002).

O Brasil ¢ o maior produtor de café no mundo, com uma produgao anual em torno de 30 milhdes
de sacas. O processamento do café gera grandes quantidades de residuo so6lido (casca ou polpa,
dependendo do processo). Atualmente, ndo existe nenhuma aplica¢do para a casca dos graos de
café, o que a torna um grande problema ambiental. Mesmo sendo um excelente adubo organico,
uma parcela da casca de café vem sendo desprezada por agricultores que ndo tém conhecimento
do seu grande fornecimento de matéria organica (BADOCHA, COSTA, LEONIDAS, 2003;
VANDERBERGHE et al., 1999). Segundo dados da Associagdo Brasileira de Exportadores de
Café (Abecafé¢), o Brasil ¢ o maior consumidor e exportador mundial de café.
Considerando-se que a casca constitui cerca de 50% do grao seco, grandes volumes sdo gerados
anualmente no pais. Estes residuos apresentam alto potencial para uso na alimentacao animal ou
para uso como substrato na obtencao de produtos e biomoléculas de elevado valor agregado

(SOCCOL et al., 1999).

Avaliagdo dos residuos (casca e po orgdnico) de café (Coffea arabica L.) como provavel fonte de substancias bioativas



Introducdo 2

O grao do fruto do café da espécie Coffea arabica L. caracteriza-se pelo alto conteudo de
polifendis e, em particular, dos 4cidos clorogénicos (BARCELOS et al., 2001).
Embora os antioxidantes sintéticos sejam amplamente utilizados pelas industrias alimenticias,
existem algumas discussdes sobre a seguranca ¢ os efeitos adversos destas substancias quando
usadas como aditivos alimenticios. Um grande ntiimero de plantas medicinais e aromaticas
contém compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, bem como vitaminas e
polifenois, e estes apresentam papel importante na prevengdo das doencas associadas aos radicais
livres (SOARES, ANDREAZZA, SALVADOR, 2003; MILIAUSKAS, VENSKUTONIS, VAN
BEEK, 2004).

Procurando contribuir para o conhecimento do potencial dos residuos solidos da agroindustria do

café (Coffea arabica L.), o presente trabalho teve como objetivos:

Objetivo Geral
Avaliagdo da atividade antioxidante dos residuos solidos da agroindustria do café (Coffea

arabica L.).

Objetivos Especificos

e (aracterizagao fisico-quimica dos residuos sélidos do café (casca e pd organico).

e Avaliar e comparar a atividade antioxidante in vitro destes residuos através de dois
sistemas distintos: sistema B-caroteno/ acido linoléico e ABTS, bem como o sinergismo
entre os extratos dos residuos e um antioxidante sintético, o BHT.

¢ Quantificar e identificar os compostos fendlicos e suas fragdes: acidos fenolicos livres,

¢ésteres soluveis e insoluveis, presentes na casca € no p6 organico de café.

Avaliagdo dos residuos (casca e po orgdnico) de café (Coffea arabica L.) como provavel fonte de substancias bioativas
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Capitulo 1 4

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Radicais livres

Radical livre ¢ freqiientemente usado para designar qualquer atomo ou molécula com existéncia
independente, contendo um ou mais elétrons nao pareados nos orbitais externos. Isso determina
uma atracdo para um campo magnético, o que pode torna-lo altamente reativo, capaz de reagir
com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma funcao
oxidante ou redutora de elétrons (HALLIWELL, 1994).
O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um atomo de hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de transi¢do. Pelo fato da molécula
de oxigénio ser um bi-radical (possuir dois elétrons livres nos orbitais p antiligantes), o oxigénio
reage preferencialmente com moléculas de configuragdo eletronica semelhante. Como a maioria
das biomoléculas ndo sao bi-radicais, possuindo grande numero de ligagdes covalentes, o
oxigénio fica impedido (por restricdo de “spin”) de reagir com as mesmas, evitando assim que
alvos celulares importantes sejam lesados. No entanto, o oxigénio pode dar origem a diversas
espécies reativas, seja por absor¢do de energia ou por transferéncia de elétrons. Na forma de
oxigénio singlete a restricdo de “spin” desaparece, conferindo-lhe um maior poder oxidante
(HALLIWELL e GUTTERDGE, 1991; SIES e STAHL, 1995).
Na estrutura de 4&tomos e moléculas, os elétrons normalmente associam-se em pares, com cada
par movimentando-se dentro de uma regido definida no espago ao redor do nucleo. Este espaco
refere-se a um orbital atobmico ou molecular. Um radical livre ¢ qualquer espécie capaz de existir
independentemente, e que contém um ou mais elétrons ndo-pareados; sdo o0s principais
responsaveis pela peroxidacao lipidica (Figura 1) (HALLIWELL, 1994).
Os principais radicais formados in vivo sdo:
- Radical hidroxil: proveniente da exposicao dos organismos vivos a radia¢do ionizante, reage
em uma taxa de difusdo controlada com quase todas as moléculas das células vivas, como

proteinas, carboidratos, DNA e lipidios.

- Oxido nitrico: sintetizado pelas células endoteliais vasculares, fagocitos e certas células

cerebrais. Pode estar envolvido na morte de parasitas por macrofagos.

Avaliagdo dos residuos (casca e po orgdnico) de café (Coffea arabica L.) como provavel fonte de substancias bioativas



Capitulo 1 5

- Superodxido: pode ser gerado pela autoxidacdo; algumas destas reacdes in vitro dependem da
presenca de tracos de ions metalicos cataliticos. E mais reativo em meio lipidico, e é capaz

de gerar outras espécies de maior reatividade.

- Peroxido de hidrogénio: ndo-radical formado pela reacdo da SOD (superoxido dismutase),
que na presenca de metais de transi¢ao, como ferro e cobre, pode produzir o radical hidroxil,
altamente reativo (HALLIWELL, 1994; RAYMUNDO, 2003).

Destes, o radical hidroxila é o mais reativo na inducao de lesdes nas moléculas celulares e o

peréxido de hidrogénio, apesar de ndo ser considerado um potente radical livre, ¢ capaz de

atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA (ANDERSON, 2000).

Iniciacdo: LH + Oe — Le + OH
Propagacdo: Le + O; — LOQOe
LOQOe + LH — LOOH + Le
Terminacgdo: Le + Le N
Produtos nao
Le + LOQe radicalares

LOOe + LOOe

Figura 1. Mecanismo de oxidacao lipidica
Fonte: FENNEMA, 2000.

E dificil explicar a origem dos primeiros radicais livres necessarios para iniciar o processo de
lipoperoxidagdo; é pouco provavel que esta iniciacdo aconteca mediante um ataque direto do
oxigénio, na sua forma mais estavel (triplete), as duplas ligagcdes dos acidos graxos (RH), ja que
as duplas C = C dos RH e hidroperoxidos estdo no estado singlete, e desta forma esta reagdao nao
obedeceria a lei de conservacdo do spin. Uma explicacdo mais satisfatoria ¢ a de que o oxigénio
singlete (‘O,), uma das espécies ativas no processo de deterioragdo fotooxidativa, seja o
responsavel pela iniciagdo. O oxigénio no estado singlete ¢ mais eletrofilico do que o0 mesmo no
estado triplete, portanto, pode reagir mais rapidamente (1.500 vezes mais rapido que o *0,) com

zonas de densidade eletronica alta, como as ligagdes C = C (FENNEMA, 2000).
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Apesar dos seres humanos dependerem da oxidagdo bioldgica como fonte de energia para a
sobrevivéncia e atividade, a acdo do oxigénio ¢ realmente ambigua. A reatividade poderosa das
espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o radical superdxido (O,), peroxido de
hidrogénio (H,0O,) e radical hidroxil (OHe), pode causar danos funcionais ao homem, pois sdo
constantemente formadas no corpo humano (HAMID et al., 2002). Os danos oxidativos aos
tecidos bioldgicos sao modulados por muitos fatores, incluindo a composicdo do substrato,
concentragdo de oxigénio e pro-oxidantes. O desbalango homeostatico entre a produgdo de EROs
e os sistemas de defesa antioxidantes determina o grau do estresse oxidativo sofrido pelas
células. A produ¢do de muitas EROs pode resultar em danos para as proteinas, lipidios e DNA
celular, enquanto a baixa producdo pode interromper os efeitos fisioldgicos necessarios dos
oxidantes para a proliferagio celular e defesa do organismo (DAVALOS, GOMEZ-
CORDOVES, BARTOLOME, 2003).

A producdo excessiva de radicais livres pode conduzir a diversas formas de dano celular e sua
cronicidade pode estar envolvida com a etiogénese ou com o desenvolvimento de numerosas
doengas (SPEISKY e JIMENEZ, 2000).

Os radicais livres estdo associados as doencas degenerativas, como cancer, doencas
cardiovasculares, queda do sistema imunologico, disfungdes cerebrais, catarata, entre outras,
devido aos danos oxidativos que estes provocam no DNA, proteinas e outras macromoléculas
que sdo acumuladas com a idade; s3o geralmente menos estaveis do que os compostos nao-
radicais, embora suas reatividades variem (HALLIWELL, 1994; ARUOMA, 1994; CHEUNG,
CHEUNG, O0lI, 2003).

Os sistemas bioldgicos controlam estes fatores oxidativos via diversos mecanismos
antioxidativos que restringem a reatividade dos radicais livres. Muitos componentes da dieta,
essenciais ou ndo, podem contribuir para estes sistemas de defesa antioxidante (DECKER,
1997). Embora os organismos tenham seus proprios sistemas para destruir as EROs, suas fun¢des
sdo limitadas, especialmente em condi¢des de estresse oxidativo severo (HAMID et al., 2002;
ARUOMA, 1998).

O papel das reagdes dos radicais livres nas doencas humanas, biologia, toxicologia, e na
deterioracdo de alimentos tornou-se uma area de intenso interesse. Em destaque, a reacdo de
lipoperoxidagdo dos radicais livres como um ponto importante na industria alimenticia, onde a
oxidagdo ¢ minimizada em alimentos contendo gorduras através do uso de antioxidantes durante

a industrializacdo (ARUOMA, 1994).
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Os mecanismos endogenos de defesa (ou mediadores de redox tais como: superdxido dismutase,
catalase, peroxidase e metaloproteinas) podem ser auxiliados favoravelmente com a introducao
de antioxidantes por meio da dieta (BRENNA e PAGLIARINI, 2001; YILDIRIM, MAVI e
KARA, 2001).

1.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxida¢do de diversos substratos, de moléculas simples a
polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a
inibicao da formacao de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange
a eliminacdo de radicais importantes na etapa de propagacdo, como alcoxila e peroxila, através
da doagdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia
(NAMIKI, 1990; SIMIC e JAVANOVIC, 1994).

Um antioxidante ¢ um composto que, em baixas concentragdes, protege os sistemas biologicos
contra os potenciais efeitos nocivos dos processos ou reacdes que podem causar oxidacdo
excessiva (ARNAO, CANO, ACOSTA, 2001).

Estes compostos podem agir sinergicamente devido as diferencas na reatividade com os
diferentes oxidantes, gerando assim uma melhor protecdo em combinacdo do que cada um
individualmente; o sinergismo pode ser também devido a interacdo direta entre os antioxidantes
(MORTENSEN, SKIBSTED, 1997). Os antioxidantes podem estar em combinagdo com
quelantes de metais, como o acido citrico, o fosforico, os polifosfatos e o 4acido ascorbico. Este
ultimo, como sinergista, pode desempenhar mais de um papel, e atuar como doador de elétrons,
quelante de metais, seqiiestrador de oxigénio singlete, além de contribuir para a formacdo de
produtos do escurecimento com atividade antioxidante (FENNEMA, 2000).

Um grande numero de plantas arométicas e medicinais contém compostos quimicos que exibem
propriedades antioxidantes, e estes efeitos sdo devidos principalmente aos compostos fenolicos,
tais como flavonoides, acidos fendlicos e diterpenos fenodlicos (PIETTA, SIMONETTI, MAURI,
1998; MILIAUSKAS, VENSKUTONIS, VAN BEEK, 2004).

Antioxidantes fendlicos funcionam como seqiiestradores de radicais e algumas vezes como
quelantes de metais (SHAHIDI, JANITHA ¢ WANASUNDARA, 1992), agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo (Figura 2). Os produtos intermediarios,

formados pela agdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel
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aromatico apresentada por estas substancias (NAWAR, 1985). Os compostos fendlicos e alguns
de seus derivados sdo, portanto, eficazes na preven¢do da oxidagdo lipidica; entretanto, poucos
sdo os permitidos para o uso em alimentos, devido principalmente a sua toxicidade (SHAHIDI,

JANITHA e WANASUNDARA, 1992).

OH Os

R R R R R R R R
L0Oe LOOH

Figura 2. Mecanismo antioxidante dos compostos fenolicos
Fonte: WONG, 1995.

Eles estdo sendo crescentemente reconhecidos como importantes promotores da saude em
condigdes tais como os problemas cardiovasculares, muitas formas de cancer e at¢ mesmo o
envelhecimento. Os antioxidantes sdo capazes de reduzir os efeitos dos radicais livres formados
no organismo, tanto pela exposicao aos poluentes ambientais, quanto pela queda das defesas do
organismo ao tentar lidar com a producao natural destes compostos (GOH, BARLOW e YONG,
2003).

Fontes potenciais de compostos antioxidantes tém sido estudadas em diversos tipos de plantas,
como vegetais, frutas, folhas, sementes, cereais e raizes, pimentas e ervas, além de farmacos
derivados de plantas (KAHKONEN et al., 1999); o consumo de frutas, vegetais, vinhos tintos e
sucos fornece protecdo contra varias doencgas, incluindo o cancer, doengas cardio e
cerebrovasculares. Esta protecao pode ser explicada pela capacidade que os antioxidantes das
plantas tém de seqliestrar radicais livres, que sdo responsaveis pelos danos oxidativos aos
lipidios, proteinas e acidos nucléicos (CHEUNG, CHEUNG, OOI, 2003).

Nos ultimos anos, a preocupacao constante de proporcionar aos consumidores produtos de alta
qualidade levou a adogdo de medidas que permitem reduzir a oxidagdo durante as fases de
processamento e armazenamento dos produtos. Deste conjunto de agdes, a adicdo de compostos

antioxidantes ¢, sem davida, uma pratica corrente, razdo que justifica o atual interesse pela
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pesquisa de novos compostos com capacidade  antioxidante (MOREIRA, MANCINI FILHO,
2003).

Embora os antioxidantes sintéticos sejam amplamente utilizados pela industria alimenticia,
existem alguns argumentos com relagdo a sua seguranca e efeitos adversos destas substancias
quando usadas como aditivos alimentares; os antioxidantes naturais, como as vitaminas € 0s

polifendis, podem apresentar papéis importantes na prevencdo de doengas associadas aos

radicais livres (SOARES, ANDREAZZA, SALVADOR, 2003).

1.3 Substincias Bioativas

As substancias bioativas podem ser definidas como nutrientes e/ ou ndo nutrientes com acao
metabolica ou fisioldgica especifica. Apresentam também estas fungdes os probioticos,
compostos por microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a saude do individuo. Algumas destas substincias bioativas ja
possuem alegacdes aprovadas: Acidos fenolicos, acidos graxos (monoinsaturados, -3 e ®-6),
bicarbonato de sodio, cafeina, estearato de sodio, frutooligossacarideos (FOS) e inulina, fibras,
fibra da aveia (B-glucanas), fitoesterois, lactulose, licopeno, manitol, Psilium (Plantago ovatae),
sorbitol, quitosana e xilitol (ANVISA, 2004).

Estas substincias bioativas podem exercer seus efeitos agindo como antioxidantes, ativando
enzimas de detoxificacdo hepatica, bloqueando a atividade de toxinas virais ou bacterianas,
inibindo a absor¢do do colesterol, diminuindo a agregagdo plaquetaria, ou destruindo bactérias
gastrintestinais nocivas. Existem aproximadamente 120 alimentos naturais identificados que
contém compostos bioativos, e podem assim ser chamados de “funcionais” (PENNINGTON,

2002).

1.3.1 Flavonoides

Os flavonoides das plantas sdo derivados difenilpropano que exercem uma gama de efeitos
bioquimicos e farmacologicos (SKIBOLA, SMITH, 2000), e podem existir como agliconas,
glicosidios e derivados metilados. A glicosilagdo dos flavonodides reduz sua atividade quando

comparados com suas agliconas correspondentes. Dependendo do grau de oxidacdo do anel
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pirano central, eles podem ser divididos em diversas classes de flavondides e compostos
relacionados (Figura 3): flavonas, flavonoéis, flavanonas, isoflavonas, flavanas, flavanois e

antocianinas (SKERGET et al., 2004).

|| FLAVONOIDES ||
| 1 1T |
|| Flavanois || || Proantocianidina || || Isoflavonodides || || Flavonas || || Flavanonas ||
|
Quercetina Flavan-3-6is || Isoflavonas || || Cumestanas || Apigenina Miricetina
Kampferol Catequinas Luteolina Naringina
Quercetagetina Quercetagetina Narigenina
(-)-Epicatequina Genisteina | Cumestrol |
Galato de (-)- Diadzeina
Epicatequina Formononetina
(-)-Epigalocatequina-3-Galato Biochanina A
(EGCG)

Figura 3. Familia dos maiores grupos de flavondides da dieta.
Fonte: SKIBOLA, SMITH, 2000.

Os flavonoides sdo uma classe de fenolicos secundarios das plantas com propriedades
antioxidantes e quelantes significativas. Na dieta humana, estdo mais concentrados nas frutas,
vegetais, vinhos, chas e cacau. Seus efeitos cardioprotetores sao devido a sua habilidade de inibir
a peroxidagdo lipidica, quelar metais e atenuar outros processos que envolvem as espécies
reativas de oxigénio.

Os efeitos farmacoldgicos dos flavonodides sdo devidos a inibi¢do de certas enzimas e ao seu
poder antioxidante; embora exista um acordo geral sobre o excelente poder dos flavonoides em
quelar metais e apresentar capacidade de ligar radicais, existe muita discussdo e contradi¢do
sobre a relagdo entre a sua contribuicao relativa e estrutura na atividade antioxidante (VAN
ACKER et al., 1996).

A propriedade antioxidante dos flavonodides foi o primeiro mecanismo de agdo estudado,
particularmente com relacdo ao seu efeito protetor contra as doengas cardiovasculares. Os

flavonoides tém se mostrado grandes seqiiestradores dos principais tipos de moléculas oxidantes,
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incluindo o oxigénio singlete e varios radicais livres envolvidos em diversas doencas

(MONTORO et al., 2005).

1.3.2 Polifenois

Os compostos fendlicos sao um dos maiores grupos de componentes dietéticos ndo-essenciais
que tém sido associados com a inibicao da aterosclerose e do cancer (CHEUNG, CHEUNG,
0O0l, 2003).

Os acidos fenolicos estdo presentes em todos os alimentos derivados de plantas na maioria das
dietas. A média de consumo de acidos fendlicos de homens e mulheres foi indicada ser na ordem
de 200 mg/ dia dentro dos limites de uma ampla faixa, dependendo das preferéncias e dos
habitos nutricionais. A maioria dos acidos fendlicos presentes na dieta estdo esterificados com
acucares, acido quinico e outros compostos (NARDINI et al., 2002). Os fendlicos sao
considerados os componentes antioxidantes mais importantes das especiarias e outros materiais
derivados das plantas, e uma grande correlagdo entre a concentragcdo de fenolicos e a capacidade
antioxidante total foi reportada (HU e SKIBSTED, 2002).

Porém, outros compostos da dieta, como as proteinas e metais, podem teoricamente prejudicar
sua absor¢do por formarem complexos com os polifeno6is. Devido a afinidade dos grupamentos
hidroxil dos flavonodides pelos residuos de prolina, a capacidade antioxidante dos galatos de
catequina in vitro ¢ atenuada pela presenga de proteinas, tais como as P-caseinas (HEIM,
TAGLIAFERRO, DENNIS, 2002).

Estes compostos compartilham da mesma estrutura basica que consiste de dois anéis aromaticos
unidos numa estrutura cromanol por uma unidade com trés carbonos; carregam uma ou mais
hidroxilas, e podem também apresentar €steres ou metil ésteres, sendo esta estrutura ideal para a
captura de radicais livres (MEYER, HEINONEN, FRANKEL, 1998; RAYMUNDO, 2003).

As propriedades quimicas dos polifendis como seqliestradores de radicais doadores de
hidrogénio sugerem sua atividade antioxidante. Para que um polifenol possa ser definido como
antioxidante € necessario satisfazer duas condi¢des basicas: primeiro, quando presente em baixas
concentragdes em relacdo ao substrato, bloquear, retardar ou prevenir a autoxidagdo ou a
oxidacdo mediada por um radical livre; segundo, o radical resultante formado apds o seqiiestro

deve ser estavel nas ligacdes de hidrogénio intramoleculares. A atividade antioxidante dos
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acidos fenolicos e de seus ésteres depende do numero de grupos hidroxila da molécula, e ¢
reforcada pelo impedimento estérico (RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA, 1996).

Os 4cidos hidroxicinamicos, tais como o acido p-cumadrico (4-4cido hidroxicindmico), acido
caféico (3,4-acido hidroxicinamico), e o acido ferulico (4-hidroxi-3-4cido metoxicindmico), sdo
amplamente derivados de frutas, vegetais, graos e café, e podem ocorrer na forma esterificada
com acido quinico ou glicose. Os mais familiares sdo os acidos monocafeoilquinico e
dicafeoilquinico, sendo o acido clorogénico predominante, particularmente nas frutas. Para o
acido clorogénico, foram relatados efeitos inibitdrios da carcinogénese no intestino grosso,
figado e lingua, além dos efeitos protetores sobre o estresse oxidativo in vivo (AZUMA et al.,

2000).

1.4 Métodos para a Avaliacdo da Atividade Antioxidante

A determina¢do da capacidade antioxidante de uma amostra pode depender da tecnologia e do
radical livre gerador ou oxidante utilizado nesta medida. Além disso, a comparacgao de diferentes
métodos analiticos constitui um fator chave para ajudar os pesquisadores a escolherem um
método e entender os resultados obtidos através do mesmo (CAO, PRIOR, 1998).

Poucos destes métodos cumprem os requisitos para a aplicabilidade em todas as maiores
matrizes: compostos puros; misturas simples de compostos em solugdo; extratos alimenticios
ricos em antioxidantes e bebidas; fluidos bioldgicos, especialmente plasma e saliva; em certas
circunstancias, o potencial antioxidante total pode ser realmente mais informativo do que os
resultados dos constituintes antioxidantes individuais per se (RICE-EVANS, 1999).

Um método ideal para avaliar a atividade antioxidante de um composto deve ser rapido,
reprodutivel, requerer pequenas quantidades de reagentes, e ndo ser influenciado pelas
propriedades fisicas do composto (MARCO, 1968). Varios métodos tém sido aplicados para
avaliar as atividades antioxidantes, mas deve-se notar que nao existe um método universal
simples através do qual as atividades antioxidantes possam ser medidas precisa e
quantitativamente. Os métodos mais amplamente utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante sdao aqueles que envolvem a geracdo de espécies radicais, na presenca de
antioxidantes que determinam o desaparecimento destes radicais (ARNAO, 2000; NIKI, 2002).
Nos ultimos anos, pesquisas mostraram que o consumo de alimentos ricos em polifendis pode
reduzir o risco do desenvolvimento de varias doencgas. Entretanto, a grande diversidade quimica

existente torna estes compostos com atividade antioxidante dificeis de separar, bem como
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quantificar individualmente, o que levou ao aparecimento de varios ensaios para avaliacao da
atividade antioxidante em diferentes tipos de amostras bioldgicas in vitro, particularmente em
matrizes complexas como vinhos e vegetais (GIADA e MANCINI-FILHO, 2004).

Varios métodos para avaliar a capacidade antioxidante sdo disponiveis. Eles incluem: métodos
de espectroscopia de absor¢do no visivel, medida da atividade seqiiestradora de radicais livres
em sistemas aquosos ou lipidicos (DPPH, ABTS), métodos de fluorescéncia, métodos de
quimioluminescéncia, métodos eletroquimicos, que medem o consumo de oxigénio por lipidios
peroxidaveis eletroquimicamente, ¢ determinacdo do potencial redox dos antioxidantes (HU,
SKIBSTED, 2002).

Muitos destes sistemas sdo ensaios de inibi¢do, onde um radical livre ¢ gerado e sua resposta ¢
ligada a um ponto final, o qual pode ser observado e quantificado. A adi¢do de um antioxidante
suprime a resposta, em uma extensdo ¢ numa escala de tempo que depende da atividade
antioxidante. Quando o consumo de um radical livre ¢ medido através de uma reagdo dependente
do tempo, o resultado obtido ¢ relacionado com fatores estequiométricos, e ndo passa
informagdes com respeito a atividade dos compostos testados. Esta falta de informacgao cinética é
particularmente observada quando o método ABTS ¢ empregado. O valor do indice obtido
dependera do antioxidante referéncia utilizado; para os antioxidantes soltiveis em agua, o
inibidor mais empregado ¢ o Trolox, um composto hidrossoluvel analogo a vitamina E
(LLESUY et al., 2001).

Dois principais pontos devem ser considerados. Primeiro, a eficacia da ligacdo com o radical ¢é
determinada nao apenas pela reatividade do antioxidante frente ao radical, mas também pela sua
concentragdo. Segundo, esta eficicia depende da localizacdo do antioxidante; assim, a atividade
medida em solugdes homogéneas deve ser tratada cuidadosamente. Deve-se considerar também
o numero de radicais que pode ser ligado, a destrui¢ao de radicais derivados de antioxidantes, a
mobilidade, a interagdo com outros antioxidantes ¢ o local de geragdo e reatividade do radical

(NIKI, 2002).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS estd baseada em RE et al. (1999),
usando o cation radical ABTS™. A determinacio é feita por espectrofotometria e a atividade
antioxidante ¢ expressa em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), isto €, micromoles
de equivalentes Trolox por grama de amostra. Este método ¢ simples, rapido, altamente
reproduzivel, e também ¢ til para determinar a atividade de ambas as espécies hidrofilicas e

lipofilicas, cobrindo assim uma ampla faixa de aplica¢des possiveis (SACCHETTI et al., 2005).
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No método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) a dosagem do poder antioxidante se
baseia na medida da diminuicdo da concentragdo de um substrato oxidavel, a fluoresceina, no
decorrer do tempo, por fluorescéncia. Esta metodologia estd baseada em OU, HAMPSCH-
WOODILL e PRIOR (2001) e adaptado por HUANG et al. (2002) para analises em microplacas.
A atividade antioxidante ¢ expressa em micromoles de equivalentes Trolox por grama de

amostra.

1.5 Café (Rubiaceae, género Coffea)

As areas originais do café¢ Ardbica s3o as terras altas da Etiopia e Suddo; os arabes foram,
portanto, os responsaveis pela domesticagdo do café Arabica, e os primeiros a difundir seu
cultivo no continente asiatico, possivelmente até a India. Porém, foram os holandeses que, a
partir do final do século XVII, levaram mais longe a expansio desta cultura: na Asia, a Ceildo e
Java e, desta ultima ilha, ao continente americano, onde a introduziram no Suriname em 1718,
utilizando o Jardim Botanico de Amsterda como ponto de escala técnica. Efetivamente, de 1715
a 1718, a Francga estabeleceu, com sementes ¢ material vegetativo obtido em Mocha, na Arabia, a
primeira plantagdo na ilha de Reunido e em 1723, a partir de algumas plantas do Jardin dés
Plantes de Paris, descendentes das que a Holanda possuia no Amsterdam Botanical Garden, os
primeiros cafeeiros na Martinica, de onde os portugueses levaram a cultura para o Brasil por
volta de 1727. Ingleses e espanhodis completaram posteriormente, no decurso dos séculos XVIII e
XIX, a propagacdo do café Arabica no continente americano (CARDOSO, 1994).

O café pertence a familia botanica Rubiaceae, a qual tem 500 géneros e mais de 6.000 espécies.
A maioria sdo arvores tropicais que crescem na parte mais baixa da floresta. Outros membros da
familia incluem as gardénias e plantas que produzem quinino e outras substincias uteis, mas
Coffea ¢ o membro economicamente mais importante. As duas espécies mais importantes
economicamente de café sao Coffea arabica L. (café Arabica) — que representa mais de 70% da
produ¢do mundial, e Coffea canephora P. (café Robusta). Duas outras espécies que crescem
numa escala muito menor sdo Coffea liberica (café Libérica) e Coffea dewevrei (café Excelsa)
(OIC, 2004).

O café ¢ um produto agricola cuja qualidade final do grao beneficiado ¢ resultado da interagao de

varios fatores, tais como condi¢des climaticas, adubacdo, tratos fitossanitdrios, estagio de
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maturacdo dos frutos, cuidados na colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento
(MALTA, CHAGAS, OLIVEIRA, 2003).

O governo brasileiro estimou para a terceira colheita de 2004/ 2005 uma produgao total de 38,26
milhdes de sacas, das quais 30,46 milhdes sdo de Arabica e 7,80 milhdes de Robusta (OIC,
2004).

Um levantamento semestral da produgdo e consumo de café torrado e moido no Brasil, realizado
pela ABIC e encerrado em abril de 2005, revelou um crescimento significativo quando
comparado aos padrdoes mundiais (Figuras 4 e 5). Os brasileiros ja estdo consumindo 15,49
milhdes de sacas por ano, um crescimento de 3,68% em relacdo ao Ultimo periodo de apuracao
da ABIC. O consumo per capita também evoluiu, atingindo 4,15 Kg de café em p6 torrado e
moido por habitante ao ano, o que aproxima ainda mais o consumo brasileiro aos padrdes

europeus ¢ americano (ABIC, 2005).
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Figura 4. Consumo interno de café em sacas e per capita - Brasil.
Fonte: ABIC, 2005
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Figura 5. Evolucao do consumo interno de café no Brasil.

Fonte: ABIC, 2005

A qualidade do café, além dos atributos sensoriais, pode ser avaliada através da quantificagao de
componentes, tais como a cafeina, que esta associada a saude humana, a trigonelina e os acidos
clorogénicos que sdo responsaveis pela formagdo do flavor durante a torrefagdo (TRUGO,
MACRAE, 1989).

Referindo-se as atividades fisiologicas e metabdlicas, o café é conhecido por suas qualidades
tonificantes, as quais ativam o sistema nervoso, melhora a percepcao e reduz a fadiga. A maioria
destas atividades esta relacionada com a cafeina. Sabe-se que o café possui propriedades
antioxidantes, assim como a cafeina, que apresenta um efeito protetor maior nos tecidos
(SANCHEZ-GONZALEZ, JIMENEZ-ESCRIG, SAURA-CALIXTO, 2005).

A cafeina ¢ encontrada em todas as partes do cafeeiro, sendo mais abundante nas flores, nas
sementes e nas folhas mais novas (RAJU e GOPAL, 1979). O teor de cafeina nas sementes do
cafeeiro depende da espécie: no C. arabica, o conteado médio ¢ de 12g/ kg; ja no C. canephora,
em torno de 22g/ kg, e o C. bengalensis nao produz esse alcaléide (SCREENATH, 1997).

O fruto do cafeeiro ¢ formado pelo grao (endosperma + embrido), que ¢ envolvido pelo
pergaminho ou endocarpo, também pela polpa ou mesocarpo, e finalmente pela casca ou
epicarpo; o pergaminho representa cerca de 12% do grao de café. A mucilagem estd aderida ao
pergaminho e ¢ constituida por 4dgua, pectinas, agucares e acidos organicos, razdo pela qual

possibilita a deterioracdo dos graos de café. A polpa ¢ composta pelo epicarpo e por parte do
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mesocarpo, sendo o residuo da despolpa imida dos frutos (MATOS, LO MONACO e GARCIA,
2005).

A qualidade do café usado para bebidas ¢ estritamente relacionada a composicdo quimica dos
graos torrados, a qual é afetada pela composicdo do grido verde e pelas condi¢cdes de
processamento pos-colheita (secagem, estocagem, torrefacdo e moagem) (FRANCA et al.,
2005). O café verde, torrado e a bebida preparada deste sdo misturas muito complexas de
diversos compostos quimicos que ocorrem tanto naturalmente, bem como podem ser induzidos
pelo processo de torrefacdo. Recentemente, o café verde mostrou possuir atividade antioxidante
in vitro contra a peroxidagao lipidica (DAGLIA et al., 2000).

Nogueira (2000) constatou que o processo de torrefacdo reduz os teores de acidos clorogénicos

totais e de trigonelina e aumenta os de cafeina.

1.6 Beneficiamento

O beneficiamento é a operagdo que tem por finalidade retirar a polpa seca do grdo de café. O
fruto do café deve ser submetido, apds a colheita, a uma série de operacdes tecnologicas
destinadas a prepara-lo para seu langamento no mercado. Pretende-se essencialmente com elas
separar, o quanto possivel, as sementes, que constituem o produto comercializavel, das partes do
fruto que as envolvem (polpa, mucilagem e endocarpo ou pergaminho) e do seu proprio
tegumento (pelicula), assim como de impurezas e defeitos, conferindo-lhes boas caracteristicas
para a confeccdo do produto final a ser consumido, boas condi¢des de conservacao e transporte e
boa aparéncia comercial (CARDOSO, 1994). A retirada da casca ¢ feita por uma pega cilindrica
giratoria, que atrita os graos, descascando-os. A separagdo das impurezas e a classificagdo sdo
efetuadas através de peneiras, ventilagdo, catadores de pedras e separadores magnéticos
(SANTACLARA, 2004).

Depois de colhidos, os frutos do café podem ser preparados de duas formas: por via seca e imida
(Figura 6 e 7). As operacdes comuns a ambos compreendem limpeza, separagdo, secagem,
armazenamento, beneficiamento e classificagdo. Especificamente, o método por via imida inclui
trabalhos de separagdo de café em cereja, despolpamento, remocao da mucilagem e lavagem do
produto. No processo por via seca, utilizado para o preparo dos chamados cafés de terreiro, as
faces de seu processamento poderdo prescindir do emprego da a4gua. No processo por via tmida,
para obter os cafés lavados ou despolpados, ¢ indispensavel o uso da dgua (CRIAREPLANTAR,
2004).
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Na forma de preparo por via seca, o fruto ¢ seco na sua forma integral (com casca, polpa e
mucilagem), dando origem aos cafés denominados coco ou de terreiro. Na forma de preparo por
via Gimida, originam-se os cafés despolpados, descascados e desmucilados. O preparo por via
umida consiste na retirada da casca e/ ou mucilagem do fruto maduro ou cereja, que sdo
substratos propicios ao desenvolvimento de microrganismos que podem provocar a ocorréncia de
fermentagdes prejudiciais a qualidade final do produto (MALTA, CHAGAS, OLIVEIRA, 2003).
A separagdo poderd ocorrer por dois processos: um, a seco, por meio de ar e peneiras, que sao 0s

seletores; o outro, por meio de agua, que sdo os lavadores.

Triagem de frutos defeituosos e impurezas Separagéo densimétrica, em agua, de frutos mal
formados e danificados, pedras, folhas e ramos

Secagem de frutos: solar ou artificial:
max. 60° C/ 20 — 30h. Umid. ~ 13%

!

Limpeza de pedras e outras impurezas

—

Despolpagem — desmucilagem: fermentacao,
mecanica quimica

—

Calibragem e Triagem finais de sementes
ﬂ defeituosas: mecanica, manual, eletronica

—

Calibragem e Triagem finais de sementes
defeituosas: mecanica, manual, eletronica

!

Descasque: pildo/ mecénico

Descasque e polimento

—

Secagem
Figura 6. Seqiiéncia de operagdes por via seca.
Fonte: CARDOSO, 1994.
Lavagem

Figura 7. Seqiiéncia de operagdes por via umida.
Fonte: CARDOSO, 1994.
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A selecao dos graos ¢ feita em maquinas constituidas de peneiras e ventiladores que retiram do
café as impurezas, tais como: casquinhas, coquinhos, terra, pedras, paus, etc.

O produto da separagdo efetuada pelos seletores se constitui de verdes misturados com "cereja",
devido a pequena diferenca de densidade; seco, chocho, coquinho e impurezas.

Nos vérios tipos de lavadores em que a agua € o veiculo para a condugdo do "café da roga", ¢
indispensavel que o tanque receba suprimento extra de dgua, a fim de que seja mantido o nivel
conveniente. S@o necessarios trés litros de dgua por litro de café, em média.
A secagem natural ou artificial, ¢ uma das operagdes de maior importancia no preparo de um
produto de boas caracteristicas, devendo-lhe ser dispensada bastante atencdo, dada a influéncia
na coloragdo do café e, provavelmente, da qualidade da "bebida".

Uma boa secagem deve ser conduzida de modo que sejam observados os seguintes pontos:

- evitar fermentagao durante o processo;

- evitar excessos de temperatura;

- secar até obter o teor de umidade conveniente;

- obter um produto que depois de beneficiado se apresente uniforme quanto a cor.

(CLIFFORD, WILSON, 1985).

1.7 Rebeneficio

Quando se deseja um café com melhores caracteristicas comerciais, faz-se o rebeneficio, que
padroniza o tipo, aspecto e tamanho de fava. Isto ¢ feito pela separacdo manual, mecanica ou
eletronica, segundo os principios de tamanho e forma do grdo, peso especifico e cor
(SANTACLARA, 2004).

Este repasse pode ser feito pelas mesmas maquinas usadas no beneficiamento ou por meio de
seletores a ar flutuante, que consta de uma peneira inclinada, dotada de movimento vibratorio
intenso, recebendo uma injecdo de ar por baixo. O café beneficiado ¢ despejado na parte superior
da peneira e recebendo a corrente de ar por baixo, adquire caracteristicas de fluidez; os graos
pesados vao para o fundo e os leves tendem e permanecer em cima da camada.

Os cafés pesados alcangam a posi¢do inferior da camada, entram em contacto com a peneira, que
através de seu movimento oscilatorio transmite a este grdo um caminhamento inverso ao dos

graos leves; os pesado tendem a caminhar para a parte superior da peneira, enquanto os leves sdo
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recolhidos na inferior. E o sistema chamado "Air Float", que elimina os defeitos por diferenca de
densidade. A catagdo manual ¢ um meio que pode ser executado em mesas coletivas ou
individuais, sendo que estas Ultimas permitem um melhor controle do servigo executado pelas
catadeiras.

Existem no mercado catadeiras de café eletronicas, nas quais o grao ¢ submetido ao exame feito
por células fotoelétricas, sendo rejeitado o grao que esteja em desacordo com o padrdo de cor
pré-estabelecido na maquina. O rendimento das maquinas encontradas atualmente no mercado
varia de 1 a 1,5 sacas de café¢ beneficiado por hora (CRIAREPLANTAR, 2004).
O p6 organico do café ¢ gerado durante o processo de padronizacdo do café beneficiado
(descascado). Este processo consiste em uma pré-limpeza (retirada dos defeitos extrinsecos),
catacdo de pedras (que ndo gera po), rebeneficio (separagdo por tamanho dos graos, — gera po),
catacdo densimétrica (separacdo por peso especifico de cada grdo, que separa os mais leves e os
mal formados - gera pd) e catagao eletronica (realizada por maquina que analisa os graos pela
coloracdo) (BACCETI, 2004).

Na catacdo eletronica, células fotoelétricas fazem a leitura de grao por grao separando os graos
verdes, pretos e brancos (imidos) que, se torrados junto com os graos saudaveis, podem deixar
no café um sabor desagradavel (SANTACLARA, 2004).

Cada 300.000 sacas de café beneficiadas por més produzem aproximadamente 25 toneladas de
p6. Experimentalmente, o p6 esta sendo utilizado em pequenas quantidades em ragdes animais
(ruminantes). Também ¢ empregado como adubo organico. Quando destinado a adubo organico,
mostra-se mais eficiente quando ¢ agregado ao solo durante o processo de aragem e gradeacao

(BACCETI, 2004).

1.8 Casca de café

A casca de café ¢ considerada antinutricional, devido a presenca de substancias toxicas para os
ruminantes, como a cafeina (1,2%), taninos (6,3%) e polifendis (SOCCOL et al., 1999).

A casca e a polpa de café tém sido recomendadas e utilizadas na alimentagdo de ruminantes, até
30% no concentrado de vacas em lactacdo e 40% no concentrado de novilhos confinados.
Pesquisas para buscar formas de utilizacdo desses materiais devem-se basicamente a sua grande

disponibilidade nas regioes cafeeiras (BARCELOS et al., 2001).
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Dada a diversidade de informagdes sobre a composi¢ao bromatologica da casca de café, seguem-

se médias de teores minimos € maximos de nutrientes encontrados na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do Bromatoldgica da Casca de Café.

Nutrientes Concentracao
Matéria Seca (MS) 84,2% a 92,8%
Proteina Bruta (PB) 7,25% a 11,7%
Fibra Bruta (FB) 17,7% a 21,0%
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 34,5% a 70%
Fibra em Detergente Acido (FDA) 30,4% a 55,14%
Extrato Etéreo (EE) 1,4% a 6,0%
Extrato Nao Nitrogenado 43,0% a 44,0%
Celulose 14,7% a 42,0%
Energia Bruta (EB) 3,675 Kcal/Kg a 4,251 Kcal/Kg
Matéria Mineral (MM) 6,5% a 7,8%
Cafeina 0,48% a 1,31%
Taninos 1,31% a 2,97%
Lignina 9,3% a 13,56%
Hemicelulose 4,3% a 15,37%

Fonte: RIBEIRO FILHO et al., 2000.

A propor¢ao de 1:1 entre o grao beneficiado e a casca de café durante o beneficiamento origina
uma grande quantidade de casca de café, que pode ser utilizada como cobertura morta para
recuperagao de solos intensamente cultivados, além de outros destinos (BADOCHA, COSTA,
LEONIDAS, 2003).

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas da casca de café em minerais:
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Tabela 2. Composicao em Minerais da Casca de Café.

Nutrientes Concentracao
Nitrogénio 1,78 dag Kg"
Pentéxido de Fosforo 0,14 dag Kg™
Oxido de Potassio 3,75 dag.Kg'1
Calcio 041 dagKg"
Magnésio 0,13 dag Kg"
Enxofre 0,15 dag. Kg
Boro 34 mgKg'
Cobre 18 mgKg"
Ferro 150 mg.Kg™
Manganés 29 mg.Kg'
Molibdénio 0,07 mg.Kg"
Zinco 70 mg.Kg'!
MS 90%

Fonte: BADOCHA, COSTA, LEONIDAS, 2003.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de casca de café foram gentilmente cedidas pelas cooperativas Cooxupé, Guaxupé —
MG, e pela Garcafé (Cooperativa dos Cafeicultores da Regido de Garga), Garga — SP. O po
organico foi enviado juntamente pela Cooxupé. Os residuos sdo provenientes do processo de
beneficiamento por via seca.

Apos o recebimento, as cascas foram acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas em

freezer a -18°C, até o inicio das analises.

Figura 8. Cascas de café das Cooperativas Cooxupé, Garcafé e P6 organico (esquerda para
direita).

2.2 Caracterizacao Fisico-quimica da Matéria-prima

2.2.1 Umidade

Determinou-se a umidade da casca e do p6 organico de café através do método gravimétrico em
triplicata, submetendo-se as amostras ao aquecimento em estufa de secagem a 105°C até peso

constante. Os resultados foram expressos em g/ 100g de amostra (KIRK e SAWIER, 1991).
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2.2.2 Residuo Mineral Fixo (Cinzas)

Segue o método 920.93. Baseia-se na determinacao da perda de peso do material submetido a
incineragao em mufla a 550°C. As medidas foram feitas em triplicata, e as pesagens até peso

constante. A perda de peso forneceu o teor de matéria orgénica, e a quantidade de cinzas ¢ dada

em g/ 100g (AOAC, 2005).

2.2.3 Fracao Protéica

O contetido em proteina bruta (método 991.20) ¢ dado através do contetido em nitrogénio, apds
devida aplicag¢do do fator de conversdo (6,25). Determinou-se através do método de Kjeldahl,
que ¢ basicamente dividido em trés etapas: digestdo, destilagdo e titulagdo.

O resultado foi expresso em g/ 100g da amostra integral (AOAC, 2005).

2.2.4 Lipides Totais

A quantidade de substancias lipidicas (método 920.39) foi determinada pelo método de Soxhlet,
pela extragdo descontinua com o solvente éter etilico, e conseqliente solubilizagdo da gordura.
Apos dessecagdo, o material extraido foi pesado, e a diferenga entre este € o peso inicial da
amostra corresponde a quantidade de extrato etéreo da amostra. Este valor foi dado em g/ 100g

de amostra integral (AOAC, 2005).

2.2.5 Fibra Total

A fragdo fibra (método 920.98) fundamenta-se em uma digestdo acida seguida de uma digestao
em meio alcalino. Apoés filtrar as amostras, estas foram submetidas ao aquecimento em estufa a
105°C até peso constante, ¢ o peso da fibra total foi dado pela diferenca entre o peso do papel,

em g/ 100g de amostra integral (AOAC, 2005).
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2.2.6 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido por diferenca através da somatoéria das determinacgdes de
umidade, lipides, proteina, cinzas e fibra, subtraidas de 100, completando a andlise da

composi¢ao centesimal (AOAC, 2005).

2.2.7 Cafeina

Primeiramente, foi feita a extragdo da cafeina da amostra em meio acido, seguida de uma
separacdo com cloroformio (método 950.40). A dosagem foi feita por colorimetria, em

espectrofotometro. A concentragdo de cafeina foi dada em porcentagem (AOAC, 2005).

2.3 Preparacio das amostras

As cascas de café foram armazenadas em freezer a -18°C, trituradas em moinho (IKA All
Basic) a temperatura ambiente e tamisadas (Tamis 60 mesh). As farinhas obtidas foram
acondicionadas em frascos ambar e estocadas em freezer a -18°C, até a realizacdo das

determinagoes.

2.4 Obtencao dos extratos da casca e do po

Os extratos etéreo, alcodlico e aquoso das cascas e do p6 de café foram obtidos através do
processo de extracdo seqiiencial (Figura 9).

Cerca de 20g da farinha de cada amostra foi adicionada de 100mL de éter etilico e agitada em
homogeneizador por 1 hora a temperatura ambiente (24 + 1°C). Em seguida as suspensdes foram
filtradas em funil de Biichner, e o volume completado para 100mL com éter etilico. Os residuos
foram recuperados através de secagem em estufa a 60°C, pesados e calculados para a obtencao
dos demais extratos alcoolico e aquoso; o mesmo procedimento foi realizado para a obtengao dos

demais extratos, na mesma proporg¢ao 1:5.
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Foi realizada a gravimetria dos extratos, para que os resultados fossem expressos em massa seca.
Estes extratos foram utilizados para a avaliacdo da atividade antioxidante e para a quantificacao

dos fendlicos totais (MOREIRA, MANCINI FILHO, 2003).

20 g de farinha integral

+ 100 mL de éter etilico
+ 1 h de agita¢do
+ filtrag@o no funil de Biichner

Extrato Etéreo Residuo

l + secagem a temperatura ambiente

+ secagem em estufa a 60°C
Completar o volume para 100 mL

com éter etilico

Farinha

+ 100 mL de alcool etilico
+ 1 h de agita¢do
+ filtrag@o no funil de Biichner

Extrato Alcodlico Residuo

l + secagem a temperatura ambiente

+ secagem em estufa a 60°C
Completar o volume para 100 mL

com alcool etilico

Farinha

+ 100 mL de agua destilada
+ 1 h de agitagdo
+ filtragdo no funil de Biichner

A

Extrato Aquoso Residuo
Completar o volume para 100 mL Desprezar

com agua destilada

Figura 9. Processo de extragdo seqiiencial.
Fonte: MOREIRA, MANCINI FILHO, 2003
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2.5 Método Sistema B-caroteno/ acido linoléico (sistema aquoso)

A atividade antioxidante foi determinada in vitro pelo método desenvolvido por Marco (1968) e
modificado por Miller (1971), empregando-se como substrato a solu¢do de P-caroteno/ acido
linoléico, preparada com 30uL de B-caroteno + 60uL de acido linoléico + 1,5mL de cloroféormio
+ 12 gotas de Tween 40 como emulsificante. Este sistema foi mantido a 50°C, e medidas
espectrofotométricas de absorbancia a 470nm foram monitoradas a cada quinze minutos, durante
duas horas. Diferentes volumes de extratos para as concentragdes de 50, 100 e 200ppm foram
adicionados a SmL da solu¢do de P-caroteno/ 4cido linoléico, e o solvente evaporado sob
atmosfera de nitrogénio. A seguir adicionou-se 150mL de 4dgua oxigenada (tratada com O, por
trinta minutos). A solugdo foi diluida até apresentar densidade otica entre 0,6 ¢ 0,7 na
absorbancia de 470nm. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata ¢ acompanhadas por
um controle sem antioxidante (branco) ¢ outro com solu¢ao de BHT nas mesmas concentragoes.
Além disso, foi avaliado o sinergismo entre as amostras e o antioxidante sintético BHT, tendo as
misturas as mesmas concentragdes dos extratos puros (50, 100 e 200 ppm). As porcentagens de
inibicao da oxidacao sdo calculadas através da formula: D.O. inicial — D.O. final, que representa
o decaimento da densidade otica do controle, e considerado 100% de oxidagdo. A queda da
densidade otica das amostras correlaciona-se com o controle, e assim pode-se estabelecer uma
porcentagem de inibi¢do da oxidagdo, subtraindo-se a porcentagem de inibicdo de cada amostra
de 100, de acordo com a seguinte féormula:

%AA = 100 — (decaimento de absorbancia da amostra)/ decaimento de absorbancia do controle)
X 100

Onde:

% AA = porcentagem de atividade antioxidante

2.6 Método ABTS

O radical monocation pré-formado ABTS® (2,2-azino-bis-[3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfonico]; Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO) ¢ gerado pela oxidagdo quimica do ABTS, ¢ ¢
reduzido na presenca dos antioxidantes doadores de hidrogénio (ex. flavonodides,
hidroxicinamatos, carotendides e antioxidantes do plasma). As influéncias de ambas as

concentragdes de antioxidante e duracdo da reagdo na inibicdo da absor¢do do cation radical sdo
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levadas em consideragdo quando se determina a atividade antioxidante. O método ¢ aplicavel
para o estudo de solugdes antioxidantes hidro e lipossoluveis, compostos puros e extratos de
alimentos.

Utilizou-se o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico; Sigma-Aldrich Co,
St. Louis, MO) como antioxidante referéncia, que foi preparado em etanol e estocado como
solucdo padrao. O ABTS foi dissolvido em 4gua até a concentrag¢do de 7,4 mM, e submetido a
rea¢do com persulfato de potassio para a formacdo do radical. A mistura deve ficar no escuro a
temperatura ambiente de 12 a 16 horas antes do uso. A solugio do radical ABTS®" ¢ diluida em
etanol até uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734nm.

As leituras foram feitas no espectrofotometro Hewlett-Packard 8425A seis minutos ap6s a adig¢@o
da amostra (extratos obtidos no item 2.4) na solugdo de ABTS"". Todas as determinagdes foram
feitas em duplicata. A porcentagem de inibi¢do do radical é calculada e plotada em fungdo da
concentragdo de antioxidantes e de Trolox para os dados do padrdo: % inibicdo = 1 — (Abs; /
Absp) x 100, devendo esta porcentagem estar dentro da faixa de 20 a 80% de inibi¢do (RE et al.,
1999).

Os resultados foram expressos em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) por grama

de amostra (peso seco).

2.7 Fenolicos Totais

Para a quantificagdo dos compostos fenolicos presentes nos extratos e nas fragdes, foi empregado
o método de Folin-Ciocalteau (BUDINI, TONELLI, GIROTTI, 1980), baseado na capacidade
redutora do reagente em contato com compostos que contenham grupos capazes de serem
oxidados. Este ¢ um ensaio colorimétrico de oxi-reducdo que mede todas as moléculas fendlicas
sem diferenciar entre acido galico, monomeros, dimeros, € compostos fenolicos grandes. Uma
curva padrdo de acido galico (Vetec, Rio de Janeiro) foi construida com diferentes concentragoes

para expressar os resultados em mg GAE (Gallic Acid Equivalent) por 100g de peso seco.

2.8 Determinacio dos Principais Compostos Fendlicos

Para a identificacdo dos acidos fenolicos livres, ésteres soluveis e ésteres insoluveis de acidos

fenolicos (Figura 10) por cromatografia a gas, seguiu-se a técnica de KRYGIER, SOSULSKI e
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HOGGE (1982), com algumas modificagdes (SOTERO, 2002). A gravimetria das fracdes foi

realizada para a determinagdo das concentragdes em ppm.

2.8.1 Extracio de Acidos Fenélicos Livres

Um grama da amostra previamente desengordurada de cada amostra foi extraido seis vezes com
porcdes de 20mL de tetrahidrofurano, seguido de homogeneizagao por 5 minutos em vortex. Os
sobrenadantes das seis extragoes foram filtrados e desidratados com sulfato de sodio anidro. As
fragdes resultantes dos filtrados foram evaporadas em evaporador rotativo (Fisatom 802), sob
vacuo, a temperatura de 40°C e ressuspensas em SmL de tetrahidrofurano. Os extratos contendo
as fragdes de 4acidos fenolicos livres foram armazenados em congelador e em atmosfera de

nitrogénio.

2.8.2 Extracio de Acidos Fenélicos de Esteres Soltiveis

Os residuos provenientes das extragdes dos acidos fenodlicos livres foram submetidos a novos
processos de extragdo. Os fendlicos soliveis de cada amostra foram extraidos seis vezes com
20mL de solugdo de metanol:acetona:agua (7:7:6). As amostras foram homogeneizadas por
cinco minutos. No final de cada extra¢dao, os sobrenadantes foram evaporados sob vacuo, a
temperatura de 40°C, até a fase aquosa. Para a liberacao dos ésteres soluveis, que se encontram
esterificados com proteinas ou polipeptideos, foram adicionados iguais volumes de hidroxido de
sodio 4N. Apos trés horas de hidrolise, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, os pHs foram
corrigidos para 2, com HCl 6N. Os sobrenadantes foram entdo transferidos para funis de
separacao e extraidos com volume igual de hexano (1:1), para eliminagao de acidos graxos livres
e outros contaminantes, e para extracdo dos fendlicos da fase aquosa com a mistura de éter
etilico — acetato de etila — tetrahidrofurano (1:1:1), na propor¢ao de 1:1 solvente — agua, por seis
vezes, através de agitagdo no proprio funil de separacdo. As fragdes extraidas foram filtradas e
desidratadas com sulfato de sédio anidro, evaporadas em evaporador rotativo a 40°C e
ressuspensas em SmL de tetrahidrofurano. O procedimento de armazenamento da fracdo soluvel
de ésteres de acidos fenolicos dos residuos de café seguiu o mesmo protocolo para acidos

fenodlicos livres.
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FARINHA DESENGORDURADA

SOBRENADANTE

+ Extra¢ao com THF (tetrahidrofurano) 6x20 mL
+ Filtra¢@o no funil de Biichner

RESIDUO

SOBRENADANTE

+ Extragdo com metanol:
acetona:agua (7:7:1)
+ Centrifugar (10" a 10.000 rpm)

+ Concentrag@o sob vacuo
+ Hidrolise alcalina por 3h
+ Acidificagdo até pH 2

+ Centrifugar (10" a 10.000 rpm)

FASE AQUOSA

Hexano

Y

Extragdo com hexano

FASE AQUOSA

Desprezar

Extragdo com DE/EA/THF

EXTRATOS THF

\4

EXTRATOS
DE/EA/THF

Desidratagdo com Sulfato
de Sddio anidro

ACIDOS

FENOLICOS
LIVRES (AFL)

Y

Desidratagdo com Sulfato
de Sédio anidro

ACIDOS FENOLICOS
DE ESTERES
SOLUVEIS (AFES)

RESIDUO

+ Hidrolise alcalina por 3h
+ Acidificacdo até pH 2
+ Centrifugar (10" a 10.000 rpm)

SOBRENADANTE

Extragdo com hexano

Hexano
FASE AQUOSA —> Residuo
Desprezar
Extra¢do com DE/EA/THF
EXTRATOS
DE/EA/THF

Desidratagdo com Sulfato
de Sddio anidro

ACIDOS FENOLICOS
DE ESTERES
INSOLUVEIS (AFEI)

Figura 10. Processo de extracao dos acidos fenolicos livres, ésteres soltiveis e insoluveis.
Fonte: SOTERO, 2002.
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2.8.3 Extracio de Acidos Fenolicos de Esteres Insoluveis

Os residuos das extragdes dos fenolicos soluveis foram hidrolisados diretamente em 25mL de
NaOH 4N, durante trés horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os extratos contendo
os ésteres insoluveis de acidos fendlicos tiveram seus pHs corrigidos para 2, com HCIl 6N,
seguidos de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. A partir dessa fase, seguiu-se 0 mesmo
procedimento dos filtrados para os ésteres soluveis de acidos fenolicos dos residuos de café

(SOTERO, 2002).

2.9 Identificacio dos Acidos Fenélicos por Cromatografia Gasosa

Cada padrao de acido fenoélico foi preparado individualmente a uma concentragao fixa (Tabela
3), em seguida injetado no cromatografo Shimadzu, modelo GC 17A, para identificar seu tempo
de retencdo. Foi preparada uma solugdo contendo os 18 acidos fenolicos em metanol, que foram
injetados no cromatoégrafo. A Figura 11 representa a estrutura quimica de alguns dos acidos
fenolicos utilizados como padrao.

Uma aliquota de 0,2 mL da solu¢do padrao de acidos fenolicos foi combinada a 0,1 mL do
padrdo interno (4cido metil éster de acido heptadecanoato; Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO)
em uma concentracdo de 1,5 mg/ mL. Coletou-se 0,5 mL das fragdes contendo os compostos
fenolicos, adicionou-se 0,1 mL do padrao interno (metil éster de acido heptadecandico dissolvido
em metanol na concentracdo 1,5 mg/ mL) e evaporou-se totalmente usando corrente de
nitrogénio.

As amostras foram derivatizadas através da adicdo de 0,2 mL de N,O,-bis(Trimetilsilil)-
acetamida e aquecimento em banho termostatizado a 60°C por 30 minutos. Apos este periodo as
amostras foram injetadas no cromatédgrafo.

As condi¢gdes cromatograficas seguiram os procedimentos descritos por DABROWSKI e
SOSULSKI (1984) com modificagdes feitas por MOREIRA ¢ MANCINI FILHO (2003).
Utilizou-se um cromatografo a gas Shimadzu modelo GC 17A, equipado com detector de
ionizacdo de chama. Foi empregada a coluna semipolar DB5 (J & W®), com 30 metros de
comprimento por 0,25mm de didmetro, utilizando a seguinte programacao: temperatura inicial da
coluna 150°C, isotérmica por 3 minutos; de 150 a 300°C a uma velocidade de aquecimento de

5°C/ min.; isotérmica a 300°C por 3 minutos.
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A temperatura da camara injetora foi de 250°C e do detector 300°C. A identificagdo dos acidos
fenolicos foi realizada com base nos tempos de retencdo relativos das amostras baseando-se num

padrdo interno e na concentragcdo dos compostos da solu¢do padrao.

OH
@] —\ o]
ﬁ} T \l_—lz—
- . OH
HO—C — _,—)\ | OH \
/ OH T OH
OH HO OH
(A) acido cindmico (B) acido quinico (C) acido galico
(0]
\
Q OH
HO OH J?L
0 = OH = | OH
= HO 0
OH >
(D) acido caféico (E) acido salicilico (F) acido elagico

Figura 11. Estrutura quimica dos acidos fendlicos utilizados como padrdo para a andlise
cromatografica.

Tabela 3. Acidos fenolicos utilizados para o preparo da solugdo padrio para analise
cromatografica.

Acido Fenélico Co(l:rfge/n:;gﬁo Acido Fenélico Co(l::g/nlt;igﬁo
0-cumarico 1,02 Protocatequinico 1,00
Vanilico 1,02 Trans-cindmico 1,00
Caféico 1,00 Galico 1,00
Gentisico 1,02 p-hidroxibenzoico 1,00
p-cumarico 1,06 Eléagico 1,02
Ferulico 1,06 Cinamico 1,02
Sinéptico 1,00 Salicilico 1,04
Clorogénico 1,02 Benzoico 1,06
Quinico 1,00
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2.10 Analise Estatistica dos Dados

Os resultados obtidos para todas as andlises foram submetidos a uma analise de variancia —
ANOVA - através do programa Statistica® 6.0, em nivel de significAncia 5%. Havendo diferenca

entre as médias, aplicou-se o teste de Tukey para compara-las.
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Resumo
Proposta

Possibilitar a utiliza¢ao dos residuos da industria cafeeira como uma nova fonte de antioxidantes

naturais e possiveis substitutos dos antioxidantes sintéticos amplamente empregados.
Metodologia

O perfil antioxidante dos compostos fenolicos presentes nos extratos dos residuos de café (casca
e po organico) foi investigado através dos métodos ABTS e B-caroteno/ acido linoléico; os

resultados foram comparados com o conteudo de fenolicos totais das amostras.
Resultados

Uma alta correlagdo entre o conteido de compostos fenolicos e o indice antioxidante foi
encontrada. Os dados obtidos para a atividade antioxidante através dos dois métodos sao
correlacionados entre si. As cascas de café mostraram atividade antioxidante apenas no extrato
aquoso; por outro lado, o pd organico apresentou habilidade antioxidante em todos os extratos

(etéreo, alcodlico e aquoso).
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Originalidade

Atualmente, ndo existe aplicacdo para os residuos da industria cafeeira, resultando num grande
problema ambiental. O objetivo deste trabalho foi prover o uso potencial destes residuos de café

amplamente gerados pelas industrias através da sua alta concentracdo em compostos bioativos.

Palavras-chave: café, residuos industriais, atividade antioxidante, polifendis

Introducio

O Brasil detém 40% do Mercado mundial de café e € hoje em dia o segundo maior consumidor
de café, superado apenas pelos Estados Unidos. Como o maior produtor de café do mundo, o
Brasil apresenta uma produgdo anual de aproximadamente 30 milhdes de sacas (Santana, 2005).
O processo de pos-colheita do café gera grandes quantidades de residuos sélidos, como a casca e
0 po organico. Mesmo sendo um excelente fertilizante, o descarte das cascas de café pelos
agricultores estd se tornando um assunto de grande interesse. Estes residuos sdo ricos em
moléculas organicas, € o seu uso racional ¢ um meio recomenddvel para proteger o meio
ambiente, fornecendo fontes financeiras complementares para os produtores (Badocha, Costa,
Lednidas, 2003; Vanderberghe, Pandey, Lebeault, Soccol, 1999). Duas espécies de café, C.
canephora ¢ C. arabica, sao cultivadas no mundo todo. Entretanto, estas espécies representam
somente uma pequena parte das fontes genéticas de café visto que, na natureza, o subgénero
Coffea (género Coffea, familia Rubiaceae) inclui mais 80 espécies (Campa, Doulbeau, Dussert,
Hamon e Noirot, 2004). O café apresenta propriedades antioxidantes; as fontes de atividade
oxidante no café sdo os compostos fenodlicos, especificamente os acidos clorogénicos, que
aparece em concentragdes que variam de 6% a 10% do peso seco dos graos (Sanchez-Gonzalez,

Jiménez-Escrig, Saura-Calixto, 2005).

A atividade antioxidante parece ser dependente da espécie do grao de café, mas ndo do pais de
origem; dentro das mesmas espécies de café a atividade antioxidante varia conforme o grau de

torrefagao dos graos (Daglia, Papetti, Gregotti, Berte, Gazzani, 2000).

Um antioxidante ¢ um composto que protege os sistemas bioldgicos contra os potenciais efeitos
danosos dos processos ou reagdes que podem causar oxidacdo excessiva (Arnao, Cano, Acosta,

2001). Extratos brutos de frutas, ervas, vegetais, cereais e outros materiais de plantas ricos em
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fendlicos apresentam crescente interesse na industria alimenticia, porque retardam a degradacao
oxidativa dos lipidios e desta forma melhoram a qualidade e o valor nutricional dos alimentos. A
importancia dos constituintes antioxidantes das plantas na manuten¢do da satde e na protecao
contra doencas cardiacas e cancer estd também aumentando o interesse entre os cientistas,
produtores de alimentos e consumidores, devido a tendéncia para os alimentos funcionais com
efeitos especificos na saude (Kéhkonen, Hopia, Vuorela, Rauha, Pihlaja, Kujala, Heinonen,
1999). Os polifendis do café sdo parcialmente biodisponiveis, e conseqlientemente suas
atividades in vivo podem ser significativas (Sanchez-Gonzélez, Jiménez-Escrig, Saura-Calixto,

2005).

Apesar da atividade antioxidante do café torrado e das bebidas do café¢ em sistemas modelo ser
amplamente documentada, ndo existem dados relacionados a atividade antioxidante dos residuos
de café. Espera-se que as propriedades antioxidantes apresentadas pelos residuos de café tenham
implicagdes interessantes no que diz respeito a estabilidade lipidica e a saude. Além disto, a
substitui¢do dos antioxidantes sintéticos, dos quais a seguranca € controversa, pelos naturais
deve ser benéfica, devido suas implicagdes na saide e na funcionalidade nos sistemas
alimenticios. Extratos naturais estdo em crescente demanda pelos produtores de alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos. Assim, a importancia de conduzir estudos sobre os
residuos de café ndo se restringe apenas a caracteriza¢do quimica, mas também a possibilidade
de relacionar seus compostos quimicos com propriedades funcionais (Yen, Wang, Chang, Duh,

2005).

Varios métodos tém sido aplicados para avaliar a eficacia antioxidante da dieta, tais como os
compostos puros ou extratos alimenticios. A vantagem do teste ABTS ¢ sua simplicidade, que
permite sua aplicagdo em determinagdes de rotina em qualquer laboratério. Como limitagdes do
teste ABTS, estd uma que ¢ geral para todos os métodos indiretos: o valor TEAC na verdade
caracteriza a capacidade da amostra testada de reagir com o ABTS®" melhor do que inibir o
processo oxidativo. Com muitos fendlicos e amostras de produtos naturais a reagdo com ABTS®"

ocorre lentamente (Roginsky e Lissi, 2004).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar uma provavel utilizagao para os residuos de
café, com base no seu potencial conteudo de compostos bioativos. Métodos para determinar a
atividade antioxidante primaria foram avaliados. O método colorimétrico ABTS e o sistema 3-

caroteno/ acido linoléico foram escolhidos.
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Metodologia

As amostras de cascas de café foram doadas pelas Cooperativas de Produtores de Café Cooxupé
(Guaxupé - MQG) e Garcafé¢ (Garga - SP), Brasil. O p6 organico foi enviado pela Companhia

Cooxupé. Os residuos sdo provenientes do processo de descasque por via seca dos graos de café.
Composicao quimica das amostras

Os parametros de cafeina (950.40), proteina (991.20), fibra bruta (920.98), extrato etéreo
(920.39) e cinzas (920.93) foram determinados de acordo com os métodos da AOAC (2005). Os
carboidratos foram calculados por diferenca. A analise de umidade seguiu o método descrito por

Kirk e Sawier (1991).
Matéria seca

O peso seco dos residuos de café (extratos) foi obtido em estufa a 105°C até peso constante. Os
residuos foram armazenados em embalagens plasticas a temperatura de congelamento (-18°C +
2) até serem utilizados para a extracdo aquosa, alcoolica e etérea. Os resultados foram usados

para expressar o conteudo de fenolicos totais e a atividade antioxidante.
Extracao

Os extratos etéreo, alcodlico e aquoso das cascas ¢ do pd orgéanico de café foram obtidos por

extracdo seqiiencial (Moreira e Mancini Filho, 2003).

Avaliagdo dos residuos (casca e po orgdnico) de café (Coffea arabica L.) como provavel fonte de substancias bioativas



Capitulo 3 46

20 g de farinha integral

+ 100 mL de éter etilico
+ 1 h de agitagdo
+ filtracdo no funil de Biichner

Extrato Etéreo Residuo
¢ + secagem a temperatura ambiente
b o,
Completar o volume para + secagem em estufa a 60°C
100 mL com éter etilico Farinha

+ 100 mL de alcool etilico
+ 1 h de agitagdo
+ filtracdo no funil de Biichner

Extrato Alcodlico Residuo
¢ + secagem a temperatura ambiente
a O,
Completar o volume para 100 +secagem em estufa 3 60°C
mL com éalcool etilico .
Farinha

+ 100 mL de agua destilada
+ 1 h de agitacdo
+ filtrag@o no funil de Biichner

Extrato Aquoso Residuo
Completar o volume para i l
100 mL com agua destilada Despreza

Figura 1. Processo de extragdo seqiiencial (Moreira e Mancini Filho, 2003).

Aproximadamente 15 g dos residuos de café foram moidos em moinho mecanico (IKA All
Basic) e tamisados até 60 mesh. A extracdo foi aplicada através da agitagdo de frascos contendo
20g de cada farinha de amostra e 100mL de éter etilico por 1 h a temperatura ambiente (25°C £
2). As solugdes foram filtradas em papel filtro e o volume foi completado para 100mL com éter
etilico. O residuo proveniente desta filtracdo foi seco em estufa a 105°C e utilizado para a
obtencdo dos outros extratos com etanol e agua destilada, seguindo o mesmo procedimento
usado para o primeiro extrato. Todo o processo foi realizado sob luz fraca para minimizar a

degradacao dos fendlicos, que sdo sensiveis a luz.
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Determinaciao do conteudo de Fenodlicos Totais

As concentracdes de compostos fenolicos nos extratos de residuos de café, expressas em
equivalentes de acido galico (GAEs), foram mensuradas de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau, com algumas modificagdes (Budini, Tonelli, Girotti, 1980). Uma aliquota de 100 uL
de amostra foi misturada com 500 pL do reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO). Ap6s 3 minutos, 1,5 mL Na,COs saturado foi adicionado a mistura e o volume foi
completado para 10 mL com agua destilada. O meio de reacdo foi mantido no escuro por 2 h, e a
seguir sua absorbancia foi lida a 764 nm. Uma curva de calibrac¢ao foi construida com diferentes

concentragoes de acido galico (Vetec, Rio de Janeiro) como padrao.
Determinacio da Atividade Antioxidante através do sistema B-caroteno/ acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos de café baseada na co-oxidacdo do B-caroteno e do acido
linoléico foi avaliada seguindo-se o método de Marco (1968) com algumas modificagdes (Miller,
1971). O B-caroteno foi dissolvido em cloroformio (20 mg/ mL). Uma aliquota de 30 uL desta
solugdo foi transferida para um erlenmeyer contendo 60 pL de 4cido linoléico, 1,5 mL de
cloroférmio e 12 gotas de Tween 40. O cloroférmio foi evaporado com nitrogénio. Agua
destilada oxigenada (150 mL), que foi obtida através de aeracdo com oxigénio por 30 minutos,
foi adicionada na emulsdo de B-caroteno com agita¢dao. Trés aliquotas (50, 100 e 200 ppm),
baseadas no peso seco dos extratos, foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 5 mL da
emulsdo de B-caroteno, e a mistura foi homogeneizada em vortex. Os tubos foram imediatamente
incubados em banho-maria a 50°C. Cada amostra foi lida contra uma emulsio preparada como
descrito, mas sem [-caroteno (branco), e também contra uma solucdo de BHT (butil hidroxi
tolueno) nas mesmas concentracdes das amostras. Além disso, o sinergismo foi avaliado usando-
se misturas das amostras com BHT nas mesmas concentragdes dos extratos puros (50, 100 e 200
ppm). A oxidagdo da emulsdo de B-caroteno foi monitorada espectrofotometricamente através da
medida da absorbancia 470 nm em um espectrofotometro Hewlett-Packard 8425" a cada 15
minutos por 2 h. O indice antioxidante foi calculado como sendo a razdo entre a taxa de
descoloragao da solu¢ao com amostra e a taxa de descoloragao do controle (sistema sem extrato).

A atividade antioxidante (AA) foi expressa como a porcentagem de inibicdo relativa ao controle:
% AA =100 — (Degradagdo da amostra / Degradagdo o controle) x 100

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO.
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Determinaciao da Atividade Antioxidante através do método ABTS

ABTS [2,2'- azinobis — (3-etilbenzotiazonelina-6-4cido sulfonico)| (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO) foi utilizado como o provedor de radical livre e foi gerado pela reagdo deste
composto (7,4 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM) overnight (Re, Pellegrini,
Proteggente, Pannala, Yang, Rice-Evans, 1999). A absorbancia da solugdo foi ajustada para 0,70

+0,02 a 734 nm.

Os reagentes (980 uL) foram transferidos para cubetas, sendo que uma delas continha 1 mL de
etanol como branco. Os extratos de café (20 puL) foram adicionados as cubetas; uma curva
padrdo foi preparada usando-se igual volume de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
acido carboxilico; Aldrich Co, St. Louis, MO), um analogo da vitamina E. A queda da absor¢ao
foi medida apos 6 minutos, usando um espectrofotdmetro Hewlett-Packard 8425”. Na ocorréncia
de inibi¢do antioxidante, a absorbancia vs. as concentragdes de Trolox foram plotadas. Os
resultados foram expressos em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) por grama de

cascas e po organico de café (peso seco).
Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e
o teste Tukey para comparar diferengas entre as médias, usando o programa Statistica® 6.0. As

diferengas entre as médias no nivel de 5% (P < 0.05) foram consideradas significativas.

Resultados e Discussao

Composigdo quimica das amostras

A composi¢do quimica das cascas de café¢ estd apresentada na Tabela I, e os valores foram
comparados com os dados publicados por Ribeiro Filho, Paiva, Barcelos, Rezende, Cardoso e
Banys, 2000. De acordo com seus resultados, as quantidades maximas e minimas de nutrientes
das cascas de café sdo: 84,2% a 92,8% de matéria seca (ms); 7,25% a 11,7% de proteina; 17,7%
a 21,0% de fibra bruta; 1,4% a 6,0% de extrato etéreo; 6,5% a 7,8% de cinzas; 0,48% a 1,31% de

cafeina.
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Tabela I. Caracterizacao Fisico-quimica dos Residuos de Café (cascas e pd organico)

Amostras Parametros (g/ 100g)

Cafeina Umidade Proteina Carboidratos Fibra E. etéreo Cinzas
Garcafé 0,45+0,07° 16,73+0,08 11,10+0,10° 44,06+ 0,11° 18,13 £0,06° 3,26 +0,05" 6,72 + 0,03*
Cooxupé 0,34£0,05  20,17£0,10° 8,30 %0,09° 47,59 £0,10° 17,78 £0,05°  1,20£0,04° 4,96 £0,07°
P6 organico 033+0,05° 11,15+0,10° 9,60+ 0,09° 31,22 +0,09° 38,50+ 0,10°  2,63+0,05 6,90+ 0,06°

Os valores sdo médias + desvio padrdo de determinag¢des em triplicata.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P< 0.05).

Os parametros de proteina, fibras e extrato etéreo estdo de acordo com os valores encontrados na
literatura (Ribeiro Filho, Paiva, Barcelos, Rezende, Cardoso e Banys, 2000). O pd organico
apresentou um alto conteudo de fibras (38.50%). Todas as amostras mostraram baixas
quantidades de cafeina (0,45%, 0,34%, 0,33% para as cascas da Garcafé, Cooxupé e¢ Po
Organico, respectivamente) em relagdo aos valores descritos em prévio estudo (Ribeiro Filho,
Paiva, Barcelos, Rezende, Cardoso e Banys, 2000). As amostras que apresentam altos niveis de
cafeina provavelmente sao ricas em C. canephora (café Robusta); de acordo com o estudo de Ky

et al. (2001), a razao entre “C. canephora / C. arabica” ¢ em torno de 2,1.

Conteudo de Fendlicos Totais

Pelo fato de os fendlicos das plantas constituirem um dos maiores grupos de compostos que
agem como antioxidantes primarios ou seqiiestradores de radicais livres, ¢ no minimo razoavel
determinar seu contetido total nos extratos de residuos de café. Sabe-se que o café contém varios
compostos fenolicos, outros além do tocoferol, que sdo dotados de capacidade antioxidante. Os
polifendis possuem estrutura quimica ideal para ligar radicais livres, e sdo antioxidantes mais
efetivos in vitro que a vitamina E e C em base molar (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1997).
Entre os compostos fendlicos identificados no café estdo os acidos clorogénicos, uma familia de
ésteres formados entre o acido quinico e diversos acidos cindmicos tais como o caféico, fertlico
p-cumarico, sendo o acido cafeoylquinico o mais abundante; o conteudo de fendlicos totais varia

de 200 a 550 mg por xicara (Natella, Nardini, Gianetti, Dattilo e Scaccini, 2002).

A variagdo nos valores de fendlicos estimados na extragdo organica de diferentes cafés ¢ de 3,9 a
6,91 g/100g de peso seco. Esta concentragdo ¢ menor no caso de bebidas de café preparadas
através de varios procedimentos, variando de 1,87 a 3,74 g/100g de peso seco (Sanchez-

Gonzalez, Jiménez-Escrig, Saura-Calixto, 2005).
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Os dados da Tabela II mostram que o conteudo total de fendlicos variou amplamente nos
extratos de residuos de café, variando entre 139,52 e 806,48 mg GAE/ 100g de matéria seca.
Entre os extratos de p6 organico, o etéreo apresentou o maior conteido de fendlicos totais
(424,48 mg/100 g), como escrito previamente. Sob as mesmas condi¢des de extragdo, o extrato
alcoodlico do po6 organico também apresentou maior atividade antioxidante que o extrato aquoso.
Isto pode ser atribuido ao poder de extragdo o etanol, que ¢ capaz de extrair alguns compostos
que possuem baixa solubilidade em agua (Yen, Wang, Chang e Duh, 2005).

Yu, Ahmedna e Goktepe (2005) investigaram o conteiido de antioxidantes e de polifendis de um
subproduto da industria de amendoim. Eles encontraram que um grama de casca de amendoim
contém de 90 a 125 mg de fendlicos totais usando etanol 80% para a extracdo. Estes valores sao
pelo menos 10 vezes maiores do que o conteudo de fendlicos no extrato aquoso das cascas de

café da Companhia Garcafé.

Tabela II. Atividade antioxidante e polifendis totais nos extratos dos residuos de café

ABTS (TEACY) Fenélicos Totais (GAE?)
Amostras Aquoso Alcodlico Etéreo Aquoso Alcodlico Etéreo
Garcafé 235,33 +7,10° 0 0 820,76 + 12,43° 0 0
Cooxupé 61,47 +8,13° 0 0 139,52 £ 11,78° 0 0
. At c 4 e S d 424,48 +
P6 orgénico* 121,06 + 2,24 235,57 +7,29 73527 +7,71 288,64 +7,16 358,49 + 8,28

9,10°

'TEAC: Atividade antioxidante equivalente ao Trolox em pm por g (peso seco).
“GAE: Equivalente ao acido galico em mg por 100 mg (peso seco).
Letras diferentes na mesma coluna implicam em diferenca significativa (P< 0.05) pelo teste de Tukey entre as amostras.

* Letras diferentes na mesma linha implicam em diferenca significativa (P< 0.05) pelo teste de Tukey entre os extratos.

Fica claro que o conteudo de fendlicos totais mensurado pelo método de Folin-Ciocalteau nado
fornece uma visao geral da quantidade ou qualidade dos constituintes fendlicos nos extratos. Em
adicdo, podem existir algumas interferéncias de outros componentes quimicos presentes no
extrato, como acucares ou acido ascorbico (Kéhkdnen, Hopia, Vuorela, Rauha, Pihlaja, Kujala,

Heinonen, 1999).
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Atividade Antioxidante através do sistema B-caroteno/ dacido linoléico

A capacidade antioxidante e o conteudo de fenolicos totais dos extratos etéreo, alcodlico e
aquoso dos residuos de café foram determinados, mas o extrato etéreo ndo apresentou resultados
dentro do limite de deteccao dos métodos, exceto para o pd organico. As Figuras 2, 3 ¢ 4
mostram as porcentagens de inibi¢do da oxidacdo dos extratos aquoso e alcodlico das cascas de
café e do p6 organico com a co-oxidacao do B-caroteno e do acido linoléico. Os extratos aquosos
tiveram maiores atividades antioxidantes do que os extratos alcoolicos, exceto para o pd
organico de café (Figura 4), que indicou a 200 ppm a melhor protecao contra o processo de
oxidagdo com uma média de 84%, seguido por 72% de inibi¢ao da oxidagdo pela mesma amostra
a 100 ppm. Entre os extratos alcodlicos, as amostras do pd organico mostraram diferenca
significativa (P< 0,05) quando comparados com as cascas de café da Companhia Cooxupé. Estes
resultados sdao similares aos dados apresentados no estudo de Moreira ¢ Mancini Filho (2003),
onde o extrato aquoso de mostarda a 200 ppm teve 72% de inibi¢do da oxidagdo, e o extrato

etéreo de canela mostrou 83% de atividade antioxidante.

Casca Garcafé

2 100 - o8
g 82 — 79
.-g 80 7 71 ] 73 — 71
o 62 63| 65
T 60 53 57 53 0 50ppm
3 @ 100ppm
uT 40 36
& 29 @ 200ppm
E 20
£ 20
)
°
N 0
BHT Aquoso Alcodlico BHT + BHT +
Aquoso Alcodlico
Extratos

Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos alcoolico e aquoso da casca Garcafé através do

sistema [-caroteno/ 4acido linoléico

Os dados da Figura 3 demonstram que o extrato aquoso das cascas da Companhia Cooxupé foi a
unica amostra que apresentou sinergismo quando associada ao BHT, ou seja, a mistura a 200

ppm de antioxidante sintético e amostra tiveram uma melhor performance que o extrato puro na
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mesma concentracao (88%). As atividades antioxidantes de ambos os extratos aquoso e alcoolico

gradualmente aumentaram com o aumento da concentragdo dos extratos.

Casca Cooxupé
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Aquoso Alcodlico
Extratos

Figura 3. Atividade antioxidante dos extratos alcoolico e aquoso da casca Cooxupé através do

sistema [-caroteno/ acido linoléico
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Figura 4. Atividade antioxidante dos extratos alcoolico e aquoso do pé organico através do

sistema [-caroteno/ acido linoléico
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A atividade antioxidante dos extratos alcodlicos e aquosos os residuos do café¢, bem como do
branco e do controle, também pode ser visualizada na representacdo grafica das diferentes

leituras da absorbancia vs. o tempo expressado em minutos (Figuras 5 e 6).

Casca Garcafé

0,800
0,700
0,600
0.500 4 —e— Branco

o]
ks]
—-— BHT
‘g 0,400 \
Amostra
g 0,300
BHT + Amostra
0,200
0,100
0,000 -
(o) 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min.)

Casca Cooxupé

0,800
0,700 m
.2 —e&— Branco

0,600 —m— BHT

0,500 Amostra
0,400 BHT + Amostra
0,300
0,200
0,100
0,000 - T T T T T T |
[0} 20 40 60 80 100 120 140

ia

Absorbé

Tempo (min.)

P6 Orgéanico

0,800
0,700 }?\-—-—\H_.______
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000 - . . . . . . :
o 20 40 60 80 100 120 140

—e— Branco
—®— BHT
Amostra
BHT + Amostra

Absorbancia

Tempo (min.)

Figura 5. Atividade antioxidante dos extratos alcoolicos dos residuos de café

E provavel que os componentes antioxidantes nos extratos dos residuos de café possam reduzir a
descoloracdo do [-caroteno ao neutralizar o radical livre linoleato e outros radicais livres

formados no sistema (Cheung, Cheung e Ooi, 2003).
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Figura 6. Atividade antioxidante dos extratos aquosos dos residuos de café
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Atividade Antioxidante atraves do método colorimétrico ABTS

As atividades antioxidantes dos residuos de café foram também mensuradas com relagdo ao

poder de seqiiestrar radicais, de acordo com o método ABTS, conforme mostrado na Tabela II.

Neste caso, o perfil foi similar ao do sistema [-caroteno/ acido linoléico. Todavia, ¢ interessante

notar que através deste método, o extrato etéreo do pd organico indicou a maior capacidade

antioxidante (735,27uMol Trolox/ g) quando comparado aos outros extratos. Diferencas

significativas (P< 0.05) foram encontradas nos indices antioxidantes dos extratos testados.

Assim como no sistema [-caroteno/ acido linoléico, foi encontrada uma alta correlagdo entre o

conteudo estimado de polifenodis e a atividade antiradical (R 0.9897). Pode-se observar na
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Figura 7 que o conteudo de fendlicos totais influencia a TEAC dos extratos aquosos dos residuos
de café. De acordo com Charurin, Ames e Castillo (2002), as propriedades antioxidantes do café
verde podem ser atribuidas a certos compostos fenolicos que incluem o acido clorogénico,
caféico, ferulico e p-cumarico. Além disso, uma parte destes compostos que permanece nos

residuos de café podem mostrar atividade antioxidante.
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=
= 150 -
@]
E 100 4 P 6 organico
'_

50 | Cooxupé
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Fendlicos totais (mg/100g)

Figura 7. Grafico de correlagdo dos extratos aquosos dos residuos de café¢ mostrando uma relacao

linear entre a atividade antioxidante (ABTS) e o conteudo total de fenolicos (GAE).

Em um estudo recente, Yen, Wang, Chang, Duh (2005) acessaram a capacidade antioxidante dos
residuos de café torrado. O método DPPH foi usado para avaliar a atividade do extrato aquoso do
residuo, e o tocoferol foi o antioxidante referéncia. Os resultados mostraram 95,4 € 95,3% de
efeito seqiiestrador do radical DPPH®, respectivamente. De acordo com o teste DPPH, o residuo
atuou como um seqiiestrador direto de radicais livres, indicando uma 6tima atividade antiradical.
Os resultados apresentados na Tabela II estdo de acordo com o estudo descrito. Os extratos
aquosos produziram o mais significante efeito inibitorio da oxidacdo, mostrando que os
componentes lipofilicos ndo sdo os principais antioxidantes nas cascas de café. A respeito da
extracdo do pd organico, a ordem da atividade antioxidante (TEAC) nos diferentes solventes foi

etéreo > alcodlico > aquoso.
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Conclusoes

Os resultados reportados neste estudo indicam que o extrato aquoso das cascas de café e também
os extratos alcoolico e etéreo do po organico mostram fortes propriedades antioxidantes, as quais
podem ser principalmente atribuidas aos compostos fendlicos; estes compostos podem atuar
tanto como antioxidantes primarios como secundarios. Os resultados obtidos indicam que o éter
etilico foi o solvente mais eficiente para a extracdo dos fenolicos do p6 organico. A atividade
antioxidante total dos extratos dos residuos de café foi linearmente proporcional & concentracao
de fenodlicos totais. Considerando-se a grande producdo de café no mundo, estes resultados
podem ser uteis, pois indicam que os residuos de café podem ser usados como potenciais
antioxidantes naturais. Deve-se lembrar que as atividades in vifro sdo simples indicadores das
potenciais atividades bioldgicas, refletindo apenas uma biodisponibilidade tedrica. Mais
trabalhos sdo necessarios para a identifica¢dao e quantificacdo dos compostos fenolicos presentes
nos extratos de residuos de café, para testar suas atividades antioxidantes em sistemas biologicos,

e para verificar a contribuicao de cada composto individual na atividade antioxidante total.
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Resumo

O uso racional dos subprodutos da industria cafeeira ¢ um meio recomendavel de protecdo do
meio ambiente. O p6 organico ¢ gerado durante o processo de padronizagao do café descascado.
Os extratos etéreo, alcoodlico e aquoso do pd organico de café foram obtidos por extragdo
seqiiencial, e o efeito dos solventes utilizados para a extragdo (éter, etanol e d4gua) no conteudo
de fendlicos totais e na atividade antioxidante total (AA) dos extratos foi estudado. A
concentracdo de compostos fenolicos foi expressa em equivalentes de acido gélico (GAE), de
acordo com o método de Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante foi investigada pelo método
ABTS, o qual quantifica o seqiiestro deste radical espectrofotometricamente. A identificagdo dos
acidos fenolicos livres, ésteres soluveis e ésteres insoluveis foi determinada por cromatografia
gasosa. Uma alta correlagao entre o contetido de compostos fenolicos e o indice antioxidante foi
encontrada. A ordem de atividade antioxidante (TEAC) em diferentes solventes foi etéreo >
alcodlico > aquoso. O éacido salicilico apresentou-se em concentragdes superiores a 90% em
todas as fragdes de acidos fenolicos do pd organico. Estes dados indicam que estes residuos do

café possuem um excelente potencial como fonte de antioxidantes naturais.

* E-mail: rfett@cca.ufsc.br
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1. Introducao

O processamento de alimentos derivados de plantas resulta na produ¢do de subprodutos, os quais
sdo fontes ricas de compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos (Schieber, Stintzing e
Carle, 2001). A disponibilidade dos compostos fenolicos provenientes dos residuos agricolas e
industriais, suas extrac¢des e atividade antioxidante foram objetos de uma revisao de Moure et al.

(2001).

O Brasil ¢ o maior produtor de café¢ do mundo e esta se tornando um significante competidor na
especialidade da industria cafeeira. Sua producdo ¢ em torno de 25% do suprimento mundial de
café; 80% deste ¢ Ardbica. A grande maioria dos cafés sdo ainda processados por via seca, € 0
Brasil ¢ um dos poucos paises no mundo que tem o clima apropriado para fazé-lo com sucesso
(Coffeeresearch, 2005). Nos dias de hoje, ndo existem aplicagdes para os residuos da industria do
café, e o alto custo para coletar, transportar e armazenar estes residuos torna sua utilizacao
inviavel. O p6 orgénico ¢ gerado durante o processo de padronizagdo do café descascado. Cada
300 mil sacas produzem por més aproximadamente 25 toneladas de po. Este residuo tem sido

utilizado como fertilizante e como ragdo animal (Santa Clara, 2004).

Subprodutos agricolas contém uma gama de espécies biologicamente ativas que em grande parte
sdo descartadas. Particularmente, a maioria dos materiais derivados de plantas ¢ rica em
polifendis antioxidantes (Rice-Evans, 2001).

Alguns constituintes de plantas da dieta, como os flavondides e os fenodlicos relacionados, sdo
considerados poderosos antioxidantes in vifro e sdo assumidos como sendo parcialmente
responsdveis pela relagdo inversa entre o consumo de frutas e vegetais e o risco de doencgas
degenerativas. Os polifendis sdo dotados de atividades biologicas, tais como modulacdo de
enzimas, ativacao de fatores de transcrigdo e expressao génica (Natella, Nardini, Gianetti, Dattilo
e Scaccini, 2002). Os acidos fenolicos sdo classificados em trés grupos. No primeiro grupo estao
os acidos benzodicos, os mais simples encontrados na natureza. Ao segundo grupo pertencem o0s

acidos cinamicos; as cumarinas sao derivadas do 4cido cinamico (Figura 1).

Apesar de ndo terem sua atividade antioxidante estudada extensivamente como a dos
flavondides, os acidos fenolicos sao importantes antioxidantes de frutas e bebidas devido as altas
concentragdes. Um exemplo € a predominancia de acido clorogénico particularmente nas frutas

(Azuma, Ippoushi, Nakayama, Ito, Higashio e Terao, 2000).

Avaliagdo dos residuos (casca e po orgdnico) de café (Coffea arabica L.) como provavel fonte de substancias bioativas



Capitulo 4 62

Os compostos fendlicos mais prevalentes nos alimentos sao os acidos hidroxicinamicos, € o
componente mais importante desta classe ¢ o 4acido caféico, que ocorre nos alimentos
principalmente como ésteres chamados acidos clorogénicos. O café ¢ a maior fonte de acidos
clorogénicos na dieta humana; o consumo didrio por consumidores regulares varia de 0,5 a 1
grama, enquanto os abstémios normalmente ingerem < 100 mg/ dia (Castillo, Ames ¢ Gordon,

2002).

R R
3 y 1 R, R,
R, COOH R, CH = ¢ =COOH
% i
R,
A B

R, = OH — 4cido salicilico; R; = R, = OH — 4cido R, =R, =R3;=R;=H — acido cindmico;
gentisico; R; = OH — 4cido p-hidroxibenzodico; R, R, = OH — 4cido o-cumarico; R, - OH —
= R3 = OH — 4cido protocatequinico; R, = OCHj; acido m-cumarico; R; = OH — acido p-
R; = OH — 4cido vanilico; R, = R3= R, = OH — cumarico; R, = R; = OH — acido caféico; R,
acido galico; R, = R4 = OCHj3; R; = OH — 4cido = OCHs;; R; = OH — 4cido ferulico; R, =Ry
siringico = OCHj3;; R; = OH — acido sinaptico

Figura 1. Estrutura quimica dos acidos benzdicos (A) e acidos cinamicos (B) (Soares, 2002).

As propriedades antioxidantes das bebidas de café e do café torrado tém sido amplamente
estudadas em sistemas modelo. Entretanto, evidéncias a respeito da atividade antioxidante os
residuos de café sdo necessarias; seu aproveitamento potencial deve ser considerado, devido ao
seu alto contetido de compostos bioativos (Yen, Wang, Chang, Duh, 2005).

Recentemente, existe um interesse consideravel na procura por antioxidantes naturais derivados
de materiais de plantas, buscando substituir os sintéticos. Presume-se que as substincias
antioxidantes naturais sejam seguras, por estarem presentes nas plantas, além de apresentarem
implicacdes na saide e funcionalidade nos sistemas alimenticios (Chanwitheesuk,

Teerawutgulrag e Rakariyatham, 2005).
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Desta forma, a importancia de conduzir estudos sobre os residuos de café nao se restringe apenas
a sua caracterizacdo quimica, mas também a possibilidade de relacionar os compostos presentes
com propriedades funcionais particulares (Yen, Wang, Chang, Duh, 2005).

Os objetivos deste estudo foram determinar os fendlicos totais no pd organico de café extraidos
com diferentes solventes, avaliar a atividade antioxidante total através do método colorimétrico
ABTS, e identificar os compostos fendlicos ativos nas fragcdes (livres, ésteres soluveis e

insoluveis) do p6 orgénico por cromatografia gasosa.

2. Material e métodos

2.1 Amostra

As amostras de p6 organico de café foram doadas pela Cooperativa de Produtores de Café
Cooxupé (Guaxupé - MG), Brasil. O residuo ¢ resultado do processamento por via seca dos

graos de café.
2.2 Reagentes

O reagente fendlico Folin-Ciocalteau, ABTS [2,2'- azinobis — (3-etilbenzotiazonelina-6-acido
sulfonico)], Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) e padrdes incluindo
os acidos metil éster heptadecanoico, salicilico, protocatequinico, clorogénico, eladgico, cinamico,
vanilico, o-cumarico, gentisico, quinico, p-cumarico, galico, ferulico, caféico e sinaptico foram

adquiridos da Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO.
2.3 Preparo da amostra

O contetdo de matéria seca do pd organico de café (extratos e fragdes) foi obtido em estufa a
105°C até peso constante. Os resultados foram usados para expressar o conteudo de fenolicos
totais e a atividade antioxidante por peso seco. Os residuos foram armazenados em embalagens
plasticas a temperatura de congelamento (-18°C =+ 2) até serem utilizados para a extra¢do aquosa,

alcodlica e etérea.
2.4 Preparo dos extratos

Os extratos etéreo, alcoodlico e aquoso do pd organico de café foram obtidos por extragdo

seqiiencial, de acordo com Moreira e Mancini Filho (2003).
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O po organico de café foi pesado (15 g) e tamisado até 60 mesh. A extracdo foi aplicada através
da agitacdo de frascos contendo 20g de farinha de amostra e 100mL de éter etilico por 1 hora a
temperatura ambiente (25°C + 2). As solucdes foram filtradas em papel filtro e o volume foi
completado para 100mL com éter etilico. O residuo resultante da filtragdo foi seco em estufa a
105°C e utilizado para a obtencdo dos outros extratos com etanol e agua destilada, seguindo o
mesmo procedimento usado para o primeiro extrato. Todo o processo foi realizado sob luz fraca

para minimizar a degradagdo dos fenolicos, que sdo sensiveis a luz.
2.5 Determinagdo do conteudo de fenolicos totais

As concentragdes de compostos fendlicos nos extratos de pod organico de café, expressas em
equivalentes de acido galico (GAE), foram mensuradas de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau, com algumas modificagdes (Budini, Tonelli, Girotti, 1980). Uma aliquota de 100 pL
de amostra foi misturada com 500 pL. do reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO). Ap6s 3 minutos, 1,5 mL de solugdo saturada de Na,COs foi adicionado a mistura e
o volume foi completado para 10 mL com &agua destilada. O meio de reagdo foi mantido no
escuro por 2 horas, e a absorbancia foi lida a 764 nm. Uma curva de calibragdo foi construida

com diferentes concentracdes de acido galico como padrao.
2.6 Determinacao da Atividade Antioxidante através do método ABTS

ABTS [2,2'- azinobis — (3-etilbenzotiazonelina-6-4cido sulfonico)| (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO) foi utilizado como o provedor de radical livre e foi gerado pela reagdo deste
composto (7,4 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM) overnight (Re, Pellegrini,
Proteggente, Pannala, Yang, Rice-Evans, 1999). A absorbancia da solugdo foi ajustada para 0,70

+0,02 a 734 nm.

Apos seis minutos de incubagdo em cubetas contendo 980 uL de solugdo de ABTS® e 20 uL de
extratos de pd organico, medidas foram conduzidas para quantificar a queda da absorcao
utilizando um espectrofotdometro Hewlett-Packard 8425A. O etanol foi usado como branco. A
curva padrdo foi preparada wusando volume similar de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico), um anédlogo da vitamina E. A porcentagem de inibi¢dao da
oxidacdo foi calculada para cada amostra em relacdo a absorbancia do branco, e foi plotada em
fun¢do da concentracdo de Trolox. Os resultados foram expressos em TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity), por grama de p6 organico de café (peso seco).
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2.7 Obtengdo das fragoes de acidos fendlicos

A obtencdo das fragdes dos acidos fenodlicos soluveis, ésteres soluveis e ligantes insoliveis
(Figura 2) seguiu o método descrito por Krygier, Sosulski e Hohhe (1982), com modificagdes
(Sotero, 2002).

2.7.1 Extrag¢do dos dcidos fendlicos livres

Um grama da amostra de pd desengordurado foi extraido 6 vezes com 20 mL de
tetrahidrofurano e homogeneizado por 5 minutos em vortex. O sobrenadante resultante das
extragdes foi filtrado e desidratado com sulfato de sédio anidro. A fra¢do foi evaporada em
evaporador rotativo a vacuo (Fisatom 802) a 40°C e diluida em 5 mL de tetrahidrofurano. O
extrato contendo a fracdo de acidos fendlicos livres foi armazenado em vidro ambar, em

congelador e atmosfera de nitrogénio.

2.7.2 Extragdo dos ésteres soluveis de acidos fendlicos

O residuo proveniente da extracdo dos acidos fenolicos livres foi utilizado para novos processos
de extragdo. Os fenolicos soluveis da amostra foram extraidos 6 vezes com 20 mL de solucao de
metanol:acetona:dgua (7:7:6). A amostra foi agitada por 5 minutos e centrifugada. Ao final da
extracdo, o sobrenadante foi evaporado sob vacuo a 40°C, até fase aquosa. Para liberar os
ésteres soluveis, que estavam esterificados com proteinas e polipeptidios, um volume igual de
hidréxido de sddio 4N foi adicionado. Apds 3 horas de hidrélise, a temperatura ambiente e
escuro, o pH foi corrigido para 2 com HCI 6N, seguido de centrifugagdo a 10.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um funil de separagdo e extraido com hexano (1:1),
para eliminar os acidos graxos livres e outros contaminantes, e também para extrair os fendlicos
da fase aquosa com uma mistura de éter dietilico - acetato de etila - tetrahidrofurano (1:1:1), por
6 vezes, sob agitacdo. A fracao foi filtrada e desidratada com sulfato de sodio anidro, evaporada
a 40°C, e ressuspensa em 5 mL de tetrahidrofurano. O armazenamento seguiu o processo

descrito.
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FARINHA DESENGORDURADA

+ Extragdo com THF (tetrahidrofurano) 6x20 mL
+ Filtrag¢do no funil de Biichner

| soBrenaDANTE )< Y »(__REsipuo
+ Extragdo com metanol:
acetona:agua (7:7:1)
+ Centrifugagdo (10" a 10.000 rpm)
| soBrENADANTE Je———Y¥ RESIDUO
+ Concentragdo sob vacuo + Hidrolise alcalina por 3h
+ Hidrolise alcalina por 3h + Ac1d1ﬁcag:éc3 até P}“I 2
+ Acidificagdo até pH 2 + Centrifugagdo (10" a
+ Centrifugacio (10" a 10.000 rpm) 10.000 rpm)
[ FASE AQUOSA ] [ SOBRENADANTE ]
Extracdo com hexano Extracdo com hexano
Hexano y Y Hexano
FASE AQUOSA ] [ FASE AQUOSA
Desprezar Desprezar
Extragdo com DE/EA/THF Extragdo com DE/EA/THF
EXTRATOS EXTRATOS
EXTRATOS THF DE/EA/THF DE/EA/THF
Desidrata¢dao com Desidratagdo com Desidratagdo com
Sulfato de Sodio Sulfato de Sodio Sulfato de Sodio
anidro anidro anidro
Y
ACIDOS FENOLICOS ACIDOS FENOLICOS ACIDOS FENOLICOS
LIVRES (AFL) DE ESTERES DE ESTERES
SOLUVEIS (AFES) INSOLUVEIS (AFEI)

Figura 2. Extracdo das fragdes de acido fenolicos - acidos fenolicos livres, ésteres soluveis e

ésteres insoluveis (Sotero, 2002).

2.7.3 Extragdo dos ésteres insoluveis de dcidos fenolicos

O residuo da extra¢do dos fenolicos soltiveis foi hidrolisado com 25 mL de NaOH 4N, por 3

horas, a temperatura ambiente e escuro. O extrato dos ésteres insoluveis de 4cidos fenolicos foi
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acidificado até pH 2 usando HCI 6N, seguido de centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos. A
partir deste ponto, o procedimento foi 0 mesmo que o aplicado para o filtrado de ésteres soluveis

do po organico de café.

2.8 Identificagdo dos acidos fendlicos por cromatografia gasosa

A 1identificacdo dos fenolicos foi baseada nos tempos de retencao dos padrdes e conduzida em
um cromatografo Shimadzu, modelo GC 17A, equipado com detector de ionizagdo de chama. As
condi¢des cromatograficas seguiram os procedimentos descritos por Dabrowski e Sosulski
(1984) com modificacdes feitas por Moreira e Mancini Filho (2003).

Foi usada uma coluna semipolar DB5 (J & W®), 30 m x 0.25 mm; as condi¢des de operagdo
foram as seguintes: temperatura inicial da coluna a 150°C, isotérmica por 3 minutos; de 150 a
300°C em uma velocidade de 5°C/ min; isotérmica a 300°C por 3 minutos. A temperatura da
camara de injecao foi de 250°C e a do detector foi de 300°C.

Uma solugdo padrio foi preparada diluindo os 18 acidos fenodlicos em metanol, e uma aliquota
desta solucdo foi adicionada ao padrdo interno (acido metil éster heptadecanodico) antes da

injecdo no cromatografo.

2.9 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Foram utilizadas as andlises de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre as médias, usando o
programa Statistica® 6.0. Diferengas entre as médias no nivel de 5% (P < 0,05) foram

consideradas significantes.

3. Resultados e discussdo
3.1 Determinagdo do conteudo de fendlicos totais

Os dados na Tabela I mostram que os extratos de p6 organico contém altos niveis de fendlicos
totais e que os solventes usados para a extragdo também afetaram significativamente a
concentragdo total de fendlicos. O éter etilico foi mais efetivo para extrair os compostos
fenolicos do po6 organico de café que o etanol e a dgua, apresentando 424,48 mg GAE/ 100g de

matéria seca.
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Gross et al. (1997) reportaram que os graos de café¢ contém de 8,7 a 2,2 g /kg de material
lipidico, e as classes de lipidios nos graos de café¢ foram identificadas como triacilglicerdis,
¢ésteres terpénicos, esterdis livres, esterdis esterificados, acidos graxos livres, acilglicerdis e
lipidios polares, os quais podem explicar porque o hexano ¢é capaz de produzir o maior

rendimento dos extratos.

Tabela I. Atividade antioxidante e fendlicos totais dos extratos e fracdes do p6 organico de café.

ABTS ( TEAC' uM/ g + DP) Fenolicos totais ( GAE? mg/ 100 g = DP)
Extratos Fracoes Extratos Fragoes
Aquoso 121,06 + 2,24 AFL* 1.743,98 + 3,33¢ Aquoso 288,64+ 7,16" AFL* 4.620,94 + 8,56
Alcodlico 235,57 +7,29° AFESY 926,68 + 6,74 Alcodlico 358,49 + 8,28 AFES’ 2.013,26  10,49°
Etéreo 73527+ 7,7 AFEI 1.342 + 10,34° Etéreo 424,48 +9,10° AFEI* 2.796,56 +9,87"

'TEAC: Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox em pm por g (peso seco).

’GAE: Equivalentes em 4cio galico em mg por 100 mg (peso seco).

%% acidos fendlicos livres, acidos fendlicos de ésteres soluveis e acidos fenolicos de ésteres insoluveis, respectivamente.

Os valores sdo as médias + o desvio padrao de determinagdes em triplicata.

Letras diferentes na mesma coluna implicam em diferenca significativa (P< 0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras.

Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig, e Saura-Calixto, 2005, em pesquisas sobre o efeito do
processamento de cafés no conteudo de fendlicos totais em extratos orgéanicos, obtiveram valores
médios entre 3,9 a 6,91 g GAE/ 100g de peso seco. Este conteudo ¢ menor no caso das bebidas

preparadas com estes cafés, que variam de 1,87 a 3,74 g GAE/ 100g de peso seco.
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Chanwitheesuk, Teerawutgulrag e Rakariyatham (2005) investigaram a atividade antioxidante de
um grande nimero de plantas da Tailandia. De acordo com os seus resultados, os extratos
metanolicos de gengibre (Zingiber officinale) e tamarindo (Tamarindus indica) apresentaram
60,1e 121 mg GAE/ 100g, respectivamente. Estes valores sdo inferiores ao conteudo de fendlicos

presentes nos extratos de p6 organico.

Na Tabela I sdo também apresentados os resultados do conteido de fendlicos totais das fracdes
(AFL, AFES e AFEI) do p6 organico, variando de 2.013,26 a 4.620,94 mg GAE/ 100 g de peso
seco. Como pode ser observado, a fragdo de acidos fenodlicos livres (AFL) é a que apresentou
maior valor, duas vezes maior que o conteudo dos polifenois presentes nas folhas de sélvia -

2.260 mg GAE/ 100g (Miliauskas, Venskutonis e van Beek, 2004).
3.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante atraves do metodo ABTS

Considerando-se a quantidade significante de compostos fendlicos presentes nos extratos € nas
fracdes do po organico de café, tornou-se razodvel a avaliagdo da atividade antioxidante destes

residuos.

Como visto na Tabela I, a AA dos extratos do p6 organico de café foi afetada pelos solventes
extratores (P< 0,05). Os valores oscilaram entre 121,02 e 735,27 uM/ g de peso seco, € a ordem

de atividade dos extratos de p6 organico de café foi: etéreo > alcodlico > aquoso.

Sanchez-Gonzélez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005) encontraram a maior atividade
antioxidante no método de preparagdo italiano (117 pM Trolox/ g); este valor ¢ menor que o

resultado obtido para o extrato aquoso do pd organico (121,02 uM Trolox/ g).

Houve uma alta correlacdo entre o contetido calculado de polifendis e a TEAC (Atividade
Antioxidante Equivalente ao Trolox) (r: 0,9585; P< 0,05). Conseqiientemente, o nivel de
atividade antioxidante avaliado pelos métodos in vitro pode ser determinado principalmente

pelos polifenois dos extratos do pd organico de café (Figura 3).
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Figura 3. Grafico de correlagdo entre a atividade antioxidante e os fenolicos totais dos extratos

aquoso, alcodlico e etéreo do pd organico de café.

Conforme esperado, todas as fragdes dos acidos fenolicos apresentaram atividade antioxidante
acentuada, indicando que o processo de fracionamento dos fendlicos levou a obtengdo de
compostos com expressiva atividade. Na Tabela I pode-se visualizar que a fragdo de acidos

fendlicos livres apresentou o maior poder antioxidante (1.743,98 uM Trolox/ g).

3.3 Ildentificagdo dos dcidos fendlicos por cromatografia gasosa

Os acidos fendlicos sdo algumas das substancias que constituem o grupo dos compostos
fenolicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades

antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo (Soares, 2002).

Na Tabela II sdo apresentados os acidos fenélicos identificados nas fragdes do pod orgénico de

café, através da comparacdo com os tempos de retencao dos padroes.

O 4cido caféico ¢ o composto fendlico mais abundante na bebida de café, e é dotado de forte
atividade antioxidante in vitro e in vivo (Natella, Nardini, Gianetti, Dattilo e Scaccini, 2002).
Todas as fracdes de pd orgénico apresentaram acido caféico, e suas concentragdes (0,12; 1,77 e
1, 04, para AFL, AFES e AFEI, respectivamente) ficaram apenas abaixo do 4cido salicilico e do

gentisico.
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Tabela II. Composicao de compostos fenolicos (%) nas fracdes do p6d organico de café

Acidos fenolicos

P6 organico

AFL' AFES AFEP

Salicilico 08,82 + 0,45" 94,41 + 0,46 95,48 + 1,55
Protocatequinico 036+0,16° 0,19 + 0,0047" _
Clorogénico 0,35 + 0,0003" 0,24 + 0,009* _
Elagico 0,77 £ 0,0003* 0,46 £0,12° _
Cinamico 0,09 + 0,0002 B —
Vanilico 0,07 =0,0017 _ -
o-cumarico 0,21 £ 0,0003 3 _
Gentisico 0.26 + 0,001* 0,87 +0,021° 2,52 +0,135¢
Quinico B - 0,21+0,013
p-cumdrico 0,07 +0,0016" _ 0,18 +0,015°
Galico B - 0,21 +0,023
Ferulico 0,13 + 0,0002° 0,77 + 0,025" 0,21 + 0,009°
Caféico 0,12 +0,0012* 1,77 £ 0,093° 1,04 £ 0,06°
Sinaptico 0,13 £ 0,005 0,5+0,019° 1,02 + 0,05°
1,2,3:

acidos fenolicos livres, acidos fendlicos de ésteres soluveis e acidos fendlicos de ésteres insoluveis, respectivamente.

Os valores sdo as médias + o desvio padrao de determinagdes em triplicata.

Letras diferentes na mesma linha implicam em diferenca significativa (P< 0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras.

Fontes de atividade oxidante no café sao os compostos fendlicos (Lajolo, Saura-Calixto, Penna e

Wenzel, 2001), especialmente os acidos clorogénicos, em concentragdes que variam de 6% a

10% do peso seco dos graos (Olthof, Zock e Katn, 2001).

Sroka e Cisowski, 2003, investigaram a atividade antiradical de alguns acidos fenolicos através

do método DPPH. Os resultados mostraram que a atividade mais forte de seqiiestro do DPPH*®

foi exibida pelo 4cido galico, com 3 grupos hidroxila ligados ao anel aromatico na posicao orto.

Os acido fenolicos com 2 grupamentos hidroxila ligados ao anel aromatico na posi¢ao orto, 0s
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acidos caféico e protocatequinico, mostraram alta atividade antioxidante. Compostos com apenas
um grupamento hidroxila, como o acido salicilico, exibiram a menor atividade antiradical. Os
resultados obtidos mostraram que a atividade antioxidante dos fenolicos correlacionou-se
positivamente com o nimero de grupos hidroxila ligados ao anel aromatico. Considerando-se os
dados apresentados neste estudo, torna-se claro que, apesar da alta concentragdo de acido

salicilico em todas as fracdes, esta ndo foi responsavel pela atividade antioxidante.

Outros acidos fenolicos presentes em baixas concentragdes nas fracdes do p6 organico podem ser
determinantes para a atividade antioxidante; estes apontamentos podem ser confirmados por um
estudo relatado por Soares (2002), no qual os &cidos fendlicos e cinamicos presentes nos graos
de soja, na farinha de soja desengordurada e no isolado protéico de soja foram investigados.
Quatro acidos fenoélicos apresentaram atividade antioxidante significativa - acido clorogénico

(maior conteudo e atividade), caféico, p-cumarico e ferulico.

Alguns estudos mostraram que compostos bioativos tais como acido clorogénico, cafeina, acido
caféico, acido nicotinico, trigonelina e 5-(hidroximetil) furfuraloleida foram encontrados no café
(Tamura, H. e Shibamoto, T., 1991; Martin, M. J., Pablos, F. e Gonzalez, A. G., 1998; Ky, C. L.
etal., 2001).

A fragdo de acidos fenodlicos de ésteres soluveis (AFES) exibiu o maior contetido de acido

caféico (1,77 %), conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Acidos fendlicos na fragdo soltiivel (AFES) do p6 organico de café.

Todavia, sua atividade antioxidante foi menor do que as outras fragdes (926,68 uM Trolox/ g).
Estes resultados sugerem que a avaliagdo da atividade antioxidante de cada composto
individualmente ¢ necesséria para assegurar a real contribuicdo de cada um para a capacidade

seqiiestradora de radicais total do p6 organico de cafg.
4. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o extrato etéreo do pd organico de
café¢ apresentou atividade antioxidante significativa, a qual aumentou com o contetido de
fenolicos totais dos extratos e das fracdes de 4cidos fenolicos. Entre os acidos fenodlicos
identificados nas fragdes do pd organico, o acido salicilico foi predominante, embora sua

presenca nao pareca ser determinante para a capacidade antioxidante deste residuo.

Apesar do conhecimento da potencial atividade antioxidante dos fendlicos nos alimentos, o

estudo das suas acdes in vivo ¢ muito importante.
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CONCLUSOES

Os extratos aquosos das cascas de café apresentaram elevada atividade antioxidante, que pode
ser atribuida ao conteudo de polifendis presentes nestes residuos; este resultado foi baseado na
correlagdo linear encontrada entre estes parametros. O éter etilico foi o melhor agente extrator
dos fendlicos presentes no p6 organico de café.

O efeito sinergista foi observado apenas entre o extrato aquoso da casca da cooperativa Cooxupé
e o antioxidante sintético BHT a 200 ppm. A substituicdo dos antioxidantes sintéticos pode ser
interessante, devido as implicacdes na satde e na funcionalidade nos sistemas alimenticios
promovidas pelos compostos naturais.

Foi verificada a predominancia do 4cido salicilico em valores superiores a 90% em todas as
fragdes dos acidos fenolicos do pd organico de café. A atividade antioxidante encontrada nos
extratos e fragdes do p6 organico de café¢ ndo ¢ decorrente da alta concentragdo de é4cido
salicilico, mas provavelmente de outros acidos com comprovado poder antiradical, como os
acidos clorogénico, caféico, fertlico e p-cumarico.

Considerando-se que o Brasil ¢ o maior produtor de café do mundo, e que seus residuos nao
possuem aplicagdes definidas, estes produtos se tornam altamente interessantes como fontes de
compostos fendlicos. Mais estudos sdo necessarios para identificar e quantificar os polifenois
nas cascas ¢ no po organico de café, bem como para testar sua atividade antioxidante em
sistemas biologicos. Igualmente, a investigacdo da contribuigdo de cada composto

individualmente para a atividade antioxidante se torna necessaria.
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