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RESUMO

O café ¢ uma das principais commodities mundiais € seu processamento ¢ responsavel por
grande geracdo de residuos. Dentre os subprodutos da cadeia produtiva do café encontram-se a
borra de café e pelicula prateada, os quais possuem compostos bioativos de interesse, como
compostos fendlicos. O trabalho objetivou avaliar os extratos da borra de café e pelicula
prateada obtidos por trés diferentes métodos: extragao com auxilio de ultrassom, extragdo com
auxilio de enzimas e na combinacdo dos métodos de extragcdo assistida por ultrassom e
tratamento enzimatico. Os extratos foram analisados quanto ao teor de compostos fendlicos
totais e perfil fendlico por LC-MS/MS, além das propriedades antioxidantes pelos métodos
ABTS, DPPH e ORAC e atividade antibacteriana. As trés extracdes aplicadas foram eficazes
na liberagdo de compostos fenodlicos, tendo sido a extragdo assistida por ultrassom a mais
eficiente com 27,84 mg GAE.g"! para borra de café (CG) e 19,98 mg GAE.g"! para pelicula
prateada (CS). A atividade antioxidante pelo método ABTS foi maior para os extratos na borra
de café obtidos pelo método ultrassom e enzima, ¢ a extragao assistida por enzima apresentou
amelhor atividade antioxidante na pelicula prateada. Ja para o método DPPH, a maior atividade
antioxidante foi encontrada para as extragdes com ultrassom para as duas matrizes. Por fim, o
método de ORAC apresentou os maiores resultados para a extragdo assistida por ultrassom na
borra de café. A partir do perfil fendlico foram identificados 29 compostos em ambas as
matrizes, e foi observado que a extragdo assistida por enzimas foi mais eficiente na extragao
dos compostos fendlicos da borra de café, tendo o acido clorogénico, cido caféico e 2,4 DHBA
como compostos majoritarios; e a extragdo com os métodos combinados foi a mais eficaz para
a pelicula prateada, com o 4&cido clorogénico, 2,5 DHBA, 3,4 DHB e acido cafeico como os
compostos principais. A partir da composigdo bioativa, a analise de componentes principais
mostrou o agrupamento das amostras de acordo com o método de extragdo empregado. A
atividade antibacteriana dos extratos, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas para
as duas matrizes, obtidos pelo método combinado apresentaram maior efetividade, variando de
6,24 a 12,48 ng/mL. Em resumo, os extratos aquosos dos subprodutos borra de café e pelicula
prateada, principalmente quando utilizado o complexo enzimatico como assistente de extracao
ou a combinacao dos métodos, ultrassom e enzima, sao alternativas eficazes na recuperacao de
compostos fendlicos individuais enquanto que, para compostos fendlicos totais, o método
auxiliado por ultrassom obteve resultados superiores. Além disso, as metodologias de extragao

aplicadas sdo alternativas ambientalmente seguras e promovem a economia circular,



possibilitando a reutilizacdo de compostos naturais, transformando residuos em matéria-prima
para a extragdo de compostos de interesse.

Palavras-chaves: subprodutos; economia circular; compostos fenolicos



ABSTRACT

Coffee is one of the world's main commodities and its processing is responsible for a large
amount of waste. Among the by-products of the coffee production chain are coffee grounds and
silver film, which have bioactive compounds of interest, such as phenolic compounds. The
study aimed to evaluate the extracts of coffee grounds and silver film obtained by three different
methods: extraction with the aid of ultrasound, extraction with the aid of enzymes and in the
combination of ultrasound-assisted extraction methods and enzymatic treatment. The extracts
were analyzed for total phenolic compounds content and phenolic profile by LC-MS/MS, in
addition to antioxidant properties by ABTS, DPPH and ORAC methods and antibacterial
activity. The three extractions applied were effective in the release of phenolic compounds, the
ultrasound-assisted extraction being the most efficient with 27.84 mg GAE.g"! for coffee
grounds (GC) and 19.98 mg GAE.g™! for silverskin (CSS). The antioxidant activity by the ABTS
method was higher for the extracts in the coffee grounds obtained by the ultrasound and enzyme
method, and the enzyme-assisted extraction showed the best antioxidant activity in the
silverskin. As for the DPPH method, the highest antioxidant activity was found for the
ultrasound extractions for the two matrices. Finally, the ORAC method showed the highest
results for the ultrasound-assisted extraction of coffee grounds. From the phenolic profile, 29
compounds were identified in both matrices, and it was observed that the enzyme-assisted
extraction was more efficient in the extraction of phenolic compounds from coffee grounds,
with chlorogenic acid, caffeic acid and 2,4 DHBA as compounds majority; and the extraction
with the combined methods was the most effective for the silver film, with chlorogenic acid,
2.5 DHBA, 3.4 DHB and caffeic acid as the main compounds. From the bioactive composition,
the analysis of principal components showed the grouping of samples according to the
extraction method used. The antibacterial activity of the extracts, against Gram-positive and
Gram-negative bacteria for the two matrices, obtained by the combined method showed greater
effectiveness, ranging from 6.24 to 12.48 pg/mL. In general, the aqueous extracts of the by-
products of coffee grounds and silver film, mainly when using the enzymatic complex as an
extraction assistant or the combination of methods, ultrasound and enzyme, are effective
alternatives in the recovery of individual phenolic compounds while, for phenolic compounds
total, the ultrasound-assisted method obtained superior results. In addition, the extraction

methodologies applied are environmentally safe alternatives and promote the circular economy,



enabling the reuse of natural compounds, transforming waste into raw material for the
extraction of compounds of interest.

Keywords: by-products; circular economy; phenolic compounds
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1 INTRODUCAO

Mundialmente em destaque pelo seu consumo, a popularidade do café (Coffea L.) nao
estd relacionada apenas ao aspecto cultural, mas também com as propriedades inerentes a
bebida, como seu poder estimulante e presenga de compostos bioativos. O Brasil ¢ o maior
produtor e exportador mundial de café, e a cafeicultura se encontra entre os maiores ramos do
agronegocio brasileiro, tendo sido produzido em 2020 cerca de 3,8 milhdes de toneladas (ABIC,
2019; BOREM et al., 2008; DURAN et al., 2017; OIC, 2021).

Apesar de ser uma das principais commodities do mundo e considerada uma poténcia
econdmica, o setor de cafeicultura ¢ um grande produtor de residuos, uma vez que
aproximadamente metade do fruto do café ¢ descartado durante o processamento, mesmo
dispondo de substancias biologicamente ativas e de interesse para o consumo humano. O
reaproveitamento destes componentes tem sido estudado e aplicado na utilizagdo de outras
vertentes, como alimentagdo animal (MALTA et al, 2015), farmacos e cosméticos
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; RAMIREZ-CORONEL et al., 2004), produgdo de enzimas
(PENA-MARAVILLA et al., 2017) ou elaboragio de biocombustiveis (LIU et al., 2018;
ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). Dentre os residuos gerados no processamento do café,
destacam-se a casca, a borra de café e a pelicula prateada, todos com propriedades biologicas
de interesse, de acordo com suas composi¢des (DURAN et al., 2017).

A borra de café ¢ obtida apds todos os processos de extracao de sua bebida, seja ele o
café espresso, coado, por “prensa francesa” ou para a produgdo de café soluvel. A quantidade
deste residuo ¢ extremamente alta, equivalendo a aproximadamente 480 kg de borra para cada
tonelada de café cru (MUSSATTO et al, 2011; PUJOL et al., 2013). Dentre os componentes
majoritarios deste subproduto encontram-se agiicares complexos e simples, proteinas, lipidios
e cinzas. Ademais, a borra de café possui substancias bioativas capazes de conferir
caracteristicas funcionais ao residuo, podendo estar relacionadas a alta atividade antioxidante,
antibacteriana, antiviral e anti-inflamatéria (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO,
2014; KOVALCIK et al., 2018).

A pelicula prateada (ou Silverskin), também obtida no processamento do café, ¢ obtida
durante o processo de torrefacdo dos graos e compreende cerca de 4,2 % da semente do cafg,
sendo produzida 1 tonelada de pelicula prateada a cada 120 toneladas de café torrado.
Constituida pelo tegumento delgado que recobre os graos de café, ¢ formada em sua maior parte
por polissacarideos, além de outros agucares, proteinas, lipidios, entre outros. Outrossim, a

presenca de metabolitos secundarios, como alcaloides e polifendis, confere alta atividade



antioxidante a este subproduto, podendo ser aplicado em diversos produtos, como fertilizantes
organicos (CARNIER et al., 2019), na obtencdo de compostos bioativos (CONDE;
MUSSATTO, 2016), como ingrediente funcional para produtos alimenticios (IRIONDO-
DEHOND et al., 2019; MESIAS; DELGADO-ANDRADE, 2017), além da validacao para uso
topico dos extratos (RODRIGUES et al., 2015).

Ainda que a literatura, em sua maioria, apresente que a extragao de compostos fendlicos
por solventes organicos seja mais eficiente, a utilizagao destes solventes apresenta uma série de
desvantagens, como toxicidade ao ambiente e aos manipuladores, baixa seletividade de
extragdo e decomposi¢do de compostos termolabeis (GLIGOR et al, 2019). Deste modo,
pesquisas atuais estdo seguindo outras vertentes, com métodos inovadores e ambientalmente
seguros, com a reducgdo de solventes, energia e geracao de residuos, denominados de “extracdes
verdes”, utilizando auxiliadores de extragdes em solventes aquosos, tais como extragdes
assistidas por ultrassom (MELENDEZ, 2012; WEN et al., 2018), micro-ondas (PETTINATO;
CASAZZA; PEREGO, 2019) e por enzimas (SCULLY; JAISWAL; ABU-GHANNAM, 2016).

Com intuito de valorizar e agregar valor a estes residuos, o presente estudo tem como
objetivo avaliar trés diferentes métodos de extragdo, bem como analisar e caracterizar a
composicao fenolica e as atividades antioxidantes e antibacterianas de todos os extratos, a fim
de apresentar e validar estes residuos como uma promissora base de estudos em busca de novas
fontes de compostos bioativos, podendo ser utilizados para diversas finalidades, dentre elas na

manuten¢do da horticultura como bioherbicidas, na industria alimenticia ou indudstria quimica.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os subprodutos borra de café¢ e pelicula prateada oriundos do
processamento do café (Coffea arabica L.) quanto a composic¢ao fendlica individual, potencial

antioxidante e antimicrobiano, a partir de extragdes aquosas com auxiliadores de extragao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a extracdo aquosa da pelicula prateada e da borra de café com auxilio de
ultrassom, com auxilio de enzimas e com a combina¢ao de ultrassom com posterior
tratamento enzimatico;

b) Avaliar o teor de compostos fenolicos totais dos extratos;

c) Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos através dos métodos ABTS, DPPH e
ORAC;

d) Identificar e quantificar os principais compostos fendlicos presentes nos extratos por
LC-MS/MS;

e) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a onze bactérias Gram-positivas

e seis bactérias Gram-negativas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CAFE (Coffea L.)

O café ¢ a segunda bebida mais consumida no mundo, ficando atras apenas da agua
potavel (ABIC, 2018; BUTT; SULTAN, 2011). A notoriedade da bebida se d4, além dos
aspectos culturais, por suas propriedades inerentes, como a capacidade estimulante e a
existéncia de compostos benéficos para a saude humana, como compostos fenolicos e
diterpenos. O Brasil se destaca mundialmente como o principal produtor e exportador de caf€,
produzindo em 2020, cerca de 3,8 milhdes de toneladas de café. No ranking mundial, é seguido
por Vietna e Colombia (ABIC, 2019; BRASIL, 2019; OIC, 2021).

Pertencente a familia das Rubiaceas, o café ¢ o fruto do cafeeiro, caracterizado por sua
polpa doce e formado por exocarpo (pele e casca), mesocarpo (polpa e mucilagem), endocarpo
(pelicula prateada ou silverskin) e endosperma (semente), ilustrados na Figura 1. No fruto
maduro, o endocarpo pode abranger 5 a 7 camadas de células com fungdo estrutural, composto
majoritariamente por polissacarideos insoluveis, como celulose e hemicelulose. O mesocarpo,
conhecido como mucilagem, ¢ responsavel pela reserva energética do fruto, contendo agucares
simples e complexos, que dependendo do processamento do grdo, podem migrar para a
semente, conferindo notas doces para a bebida. A medida que o fruto amadurece, ha agdo de

enzimas pectinoliticas que alteram a estrutura do mesocarpo, tornando o fruto macio (BOREM

et al., 2008; DURAN et al., 2017).



Figura 1 Estruturas do fruto do café¢ alguns subprodutos
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Fonte: Campos-Vega et al. (2015).

Existem cerca de 500 espécies de café, sendo que as mais consumidas e comercializadas
sdao o café Arabica (Coffea arabica) e o café Robusta (Coffea canephora). Sua composicao
pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais de plantio e os tratamentos submetidos no
pos-colheita. O café Arabica ¢ o mais consumido e valorizado, uma vez que suas caracteristicas
sensoriais sao mais suaves e agradaveis, provavelmente devido ao maior teor de carboidratos
soluveis (como frutose, glicose, galactose, arabinose e sacarose) em comparagdo com outras
espécies (SCHOLZ et al., 2011; TEIXEIRA; PASSOS; MENDES, 2016).

Para a obten¢do da bebida do café, os graos verdes sdo submetidos ao processo de
torrefagdo, que promove mudancas sensoriais no aroma, textura, cor e sabor, decorrentes de
uma série de transformacdes quimicas e bioquimicas no grdo. A combinac¢do da elevada
temperatura do processo com os carboidratos presentes nos graos acarreta a formagdo de
melanoidinas, que sdo responsaveis pela coloragdo marrom caracteristica, como consequéncia
da reagdo de Maillard. Ainda, a alta temperatura também permite a formacgdo de centenas de
compostos volateis, que contribuem para o aroma caracteristico. Assim, o teor de carboidratos
totais diminui no café torrado, podendo variar de 38 a 42% (base seca), enquanto que a
concentragdo de acidos clorogénicos (CGAs) aumenta para cerca de 3 % (PAN et al,, 2016).

Dentre as substancias ja existentes no grdo verde e as formadas durante o

processamento, encontram-se 0os compostos biologicamente ativos, responsaveis pela protecao



da planta contra predadores e inativagdo de corpos reativos pré-oxidantes ou radicais livres,
causados pelo estresse oxidativo das células vegetais. Os compostos bioativos mais encontrados
no café sao os polifenois (acido clorogénico e seus derivados), metilxantinas (cafeina,
teobromina e triofilina), diterpenos (cafestol e kahweol) e trigonelina. Estes, além de serem
responsaveis por caracteristicas sensoriais na bebida de café, podem estar relacionados a
propriedades funcionais na saide humana (CIARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI, 2019;
MESSINA et al., 2015).

Os compostos fenodlicos mais encontrados no café sao o acido cafeico e seus derivados,
principalmente os acidos clorogénicos (CGAs), formados a partir da esterificagdo de acidos
trans-cinamicos, como o acido quinico, podendo apresentar-se de diferentes formas isoméricas,
de acordo com a posi¢do da ligacdo éster; sendo os mais comumente encontrados o acido 3-O-
cafeoilquinico (3-CQA), 4-O-4cido cafeoilquinico (4-CQA) e acido 5-O-cafeoilquinico (5-
CQA). Além destes isdmeros, outros acidos organicos sdo encontrados no café, e estdo
relacionados com a adstringéncia, amargor e acidez da bebida, além de atuarem como
antioxidantes e apresentarem atividades hepatoprotetora, hipoglicémica e antiviral (FARAH,

2012; IWAI et al., 2004).

3.2 PROCESSAMENTO DO CAFE

O cuidado com o tratamento do café no pos-colheita ¢ um dos importantes fatores que
influenciam na boa qualidade da bebida, uma vez que durante o processamento mais de 800
compostos volateis sdo formados, conferindo propriedades sensoriais caracteristicas (BOREM
et al., 2008). Para que sejam formadas e mantidas as caracteristicas sensoriais desejadas, €
necessario um pré-processamento ideal, sendo o método de secagem, o que exerce maior
influéncia nestas caracteristicas (LACERDA-FILHO et al., 2006).

O processamento pos-colheita pode se dar por trés principais métodos: via seca, imida
e semi-umida. O tratamento por via seca consiste na exposi¢cao do grao inteiro apos a lavagem
em um terreiro sem a retirada do exocarpo. Este procedimento ¢ considerado uma pré-secagem
e visa a reducdo da umidade e a diminui¢do do tempo necessario em secadores mecanicos. Por
via imida, podem ser produzidos graos descascados (a mucilagem nao ¢ removida do grao),
despolpados (sao descascados mecanicamente € a mucilagem ¢ removida por fermentacao
bioldgica) e desmucilados (a mucilagem é removida mecanicamente). Ja pela via semi-timida,

a remogdo da mucilagem ocorre antes da secagem (BOREM et al., 2008, DURAN et al., 2017).



Nas diferentes etapas do processamento, desde o pré até o pos-colheita do café, a
presenca natural de microrganismos e o processo fermentativo pode estar associado também
com a qualidade do produto final, uma vez que, na polpa do café ha grande incidéncia de
acgucares fermentaveis. Por diferentes vias de secagem, o café ¢ fermentado para auxiliar na
remog¢ao da mucilagem, podendo interferir diretamente nas caracteristicas sensoriais desejaveis
do grao. No caf¢ existem dois tipos de fermentagdo, a fermentagdo aerdbica (ou fermentagao
seca) e a fermentagdo anaerobica (sob a agua). Nestes dois casos, as fermentagdes devem
ocorrer de forma controlada se o objetivo for aumentar a qualidade da bebida, pois existe o
risco de fermentagdes indesejaveis (como fermentagdo butirica e propidnica), podendo causar
modificacdes sensoriais irreversiveis e nao desejadas (GUMMADI; PANDA, 2003; PEREIRA,
2015; SARRAZIN et al., 2000). Lee ef al. (2016) analisaram a fermentacdo do café com um
fungo especifico (Rhizopus oligosporus) objetivando a modulagdo do aroma e, observaram que
no perfil volatil do café apds a fermentacdo houve um aumento de fenodis volateis totais
decorrentes a degradacdo dos acidos cafeico e ferulico, gerando um aumento de 36% do total
de volateis presentes no grao; além de, através da protedlise, aumenta os aminoacidos
disponiveis no meio, contribuindo para o aroma desejavel do café.

Apbs a etapa de secagem e despolpamento dos frutos ¢ realizada a torrefagdo dos graos,
que consiste no aumento progressivo da temperatura. Esta técnica estd relacionada com a
formagdo de novas substancias que fornecem caracteristicas singulares para a bebida, através
da degradacdo de carboidratos e 4cidos organicos presentes, conferindo cor, aroma e sabor
caracteristicos, sendo que diferentes niveis de torrefacdo geram diferentes tipos de bebidas
(ANDRADE et al., 2012). Apds o processo de torrefacdo, o grao ¢ moido e posteriormente
pode ser destinado a dois principais setores: instantaneiza¢cdo e solubilizacdo do café ou
embalado para ser consumido em pd para filtro ou maquinas tipo espresso (VEGRO;

CARVALHO, 1994).

3.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DO
CAFE

A geragdo de residuos e/ou subprodutos ¢ inerente aos mais diferentes setores
produtivos. De acordo com a Organizacdo das Nag¢des Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO), cerca de 1/3 do alimento que ¢ produzido anualmente no mundo ¢ desperdicado ou
perdido, o que configura cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos. A cadeia de producdo
agricola ¢ uma das principais responsaveis por essa perda. Seus residuos sao classificados em:

da colheita ou do beneficiamento (talos, folhas e raizes, por exemplo), agroindustriais ou do



processamento (cascas, pd e bagago) e produzidos apds o consumo/utilizagdo de alimentos
processados (FAO, 2013; SANTANA-MERIDAS et al., 2012). O gerenciamento dos residuos
agroindustriais pode ser realizado de diversas maneiras, sendo culturalmente dispostos em
aterros, podendo causar disfungdes ambientais, como lixiviacdo e emissao de gases poluentes
decorrentes da fermentacdo por microrganismos. Ademais, a eliminagcdo dos residuos pode
ocorrer através de incineragdo, resultando em poluicdo atmosférica e ambiental, além de ser
pouco eficiente devido ao alto teor de agua contido neste material (VAN DYK et al., 2013).
Além disso, o descarte destes materiais pode acarretar na perda de biomassa e de valiosos
compostos que apresentam alto potencial de utilidade em importantes setores econdmicos, nos
quais configurariam matéria-prima de baixo custo (CAPSON-TOJO et al.,, 2016; COSTA-
FILHO et al., 2017; SANTANA-MERIDAS et al., 2012; RAVIDRAN; JAISWAL, 2016).

A producdo de café é um dos principais setores produtivos no Brasil. Entretanto, grande
quantidade de subprodutos/residuos sdo gerados em seu processamento (Figura 2). Mais da
metade do fruto do café ndo ¢é utilizado, podendo ser convertido em fonte de contaminagao

ambiental, se ndo tratado corretamente (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).



Figura 2 Etapas do processamento do café e producao de residuos
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Fonte: Duran ef al. (2017)

Entre os residuos gerados destacam-se a borra de café e a pelicula prateada (Silverskin).
Por serem gerados em grande quantidade e possuirem componentes ativos e com valor
biologico consideravel, sdo viaveis para reutilizagdo. Essas caracteristicas, junto ao baixo custo
e alto valor agregado, possibilitam que estes residuos sejam empregados de diferentes formas,
como ingredientes para formulagdo de alimentos, fA&rmacos e cosméticos, na producdo de

enzimas, na alimentagio animal ou para producio de biocombustiveis (ESQUIVEL; JIMENEZ,

2012).



3.3.1 Borra de café

Diferentes tipos de extragdo sdo utilizados para a obtencao da bebida do café a partir do
grao torrado e moido. Estes processos objetivam a transferéncia dos compostos soluveis e
volateis para a agua e, dentre alguns exemplos de processos, temos o café espresso, coado, ou
utilizando “prensa francesa”. Além da obtencdo da bebida final propriamente dita, outra
vertente muito explorada na industria de café ¢ a producgdo de café soluvel, onde o grao torrado
e moido passa pelo processo de extragdo com agua pressurizada (175 °C), seguido de
concentragdo e secagem, até que se obtenha o café solivel. Em todos os tipos de extragdo
mencionados, a quantidade de residuo gerado ¢ extremamente alta, sendo produzida cerca de
480 kg de borra para cada tonelada de café cru, ja considerando as perdas durante a torrefacao
(MUSSATTO et al., 2011, PUJOL et al., 2013).

Tendo em vista esta alta geragao deste residuo, estudos contemplam sua caracterizagao
para posterior reaproveitamento em diversas areas. Como ja mencionado, a composic¢ao do café
pode variar por diferentes fatores, como espécie e variedade, condi¢ao de cultivo e até por
fermentagdo. Contudo, ainda que a borra seja derivada do grdo e possa apresentar essas
variagoes, por passar por diferentes processos de extragdo, a composi¢ao da borra ndo apresenta
variagoes significativas (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014).

Assim como na pelicula prateada, os polissacarideos compdem a maior parte da borra,
onde os agucares presentes sdo polimerizados em estruturas celulosicas e hemicelulosicas. A
diferenca ¢ que na borra a hemicelulose ¢ formada principalmente por manoses, € na pelicula
prateada, por xiloses. Ainda, outros acucares como galactose, glucose e arabinose sdo
encontrados em sua composi¢do, além de outros componentes, como apresentado na Tabela 1

(BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014).



Tabela 1 Composicao quimica média da borra de café

Componentes quimicos Composicao

(2.100g™! — base seca)

Celulose (Glucose) 12,40 +£ 0,79
Hemicelulose 39,10+ 1.94
Arabinose 3,60 £0,52
Manose 19,07 + 0,85
Galactose 16,43 £ 1,66
Lignina 2390+ 1,70
Insolavel 17,59 £ 1,56
Soluvel 6,31 £0,37
Lipidios 2,294+ 0,30
Cinzas 1,30 £ 0,10
Proteina 17,44+ 0,10
Nitrogénio 2,79 £0,10
Carbono/Nitrogénio 16,91 + 0,10
Fibra Alimentar Total 60,46 + 2,19
Insoluvel 50,78 £ 1,58
Soluvel 9,68 +2,70

Fonte: Adaptado de Ballesteros, Teixeira e Mussatto (2014)

A presenca de substancias bioativas atribui caracteristicas funcionais para a borra de
café. O 4cido clorogénico, acido cafeico, acido fertlico, cafeina, trigonelina, taninos e
flavonoides presentes neste residuo, por ndo serem extraidos completamente na obtengdo da
bebida, estdo diretamente relacionados a alta atividade antioxidante, antibacteriana, antiviral e
anti-inflamatdria deste subproduto (KOVALCIK et al., 2018). Na Tabela 2, estdo apresentados

0s principais compostos fenolicos presentes na borra de café.



Tabela 2 Compostos fenolicos presentes na borra de café

Compostos fenolicos (mg.g ™)
Acido Clorogénico 1,8-5,6
Catequina, Epicatequina 0,3-0,6
Acido Cafeico 0,03-0,07
Acido Elagico 0,06-0,1
Acido Ferrtllico 0,004-0,01
Acido Glico 1,3-2,5
Acido Protocatecuico Nd
Rutina 0,06
Quercitina 0,96-1,0
Acido Tanico nd

Fonte: Adaptado de Lopez-Barrera ef al. (2016)

Estudos para o reaproveitamento destes componentes, nos mais diferentes ramos, estdo
sendo realizados nos ultimos anos. A aplicagdo da borra de café, de acordo com sua
composi¢ao, foi avaliada na transesterificacdo da fracao lipidica para produgdo de biodiesel
(LIU et al., 2017) e em biorefinarias para producao de biocombustiveis (MATA et al., 2018);
na utilizagcdo como ingrediente em produtos de panificacio (MARTINEZ-SAEZ et al., 2017,
ALI et al., 2018), na extracdo de substancias de interesse como carotenoides e alcaloides
(OBRUCA et al., 2015) e na formulacdo de bioherbicidas, por possuir atividade alelopatica
(HARDGROVE; LIVESLEY, 2016; SANT’ANNA et al., 2017).

3.3.2 Pelicula prateada

Dentre os principais residuos gerados no processamento do café, a pelicula prateada (ou
Silverskin) € obtida durante o processo de torrefagao e surge como potencial objeto de estudo,
uma vez que possui componentes de interesse para a industria, como carboidratos, peptideos e
compostos que possuem bioatividades, podendo ser utilizado na induastria alimenticia
(IRIONDO-DEHOND et al., 2019; MESIAS; DELGADO-ANDRADE, 2017) e indastria
quimica (CARNIER et al., 2019; CONDE; MUSSATTO, 2016). Morfologicamente, a pelicula
prateada encontra-se em contato direto com o grao do café, apresentando composi¢dao

semelhante. Além disso, por ser residuo de um processo que envolve temperatura elevada, ¢é



considerada estavel devido a baixa umidade (GALANAKIS, 2017). Esta pelicula corresponde
a cerca de 4,2 % do peso total da semente, ou seja, a cada 120 toneladas de café torrado, ¢
gerada 1 tonelada de pelicula prateada (ALVES et al., 2017).

A maioria dos subprodutos/residuos solidos do processamento do café ¢ formada por
polissacarideos como celulose e hemicelulose, sendo a fragao celuldsica a mais abundante na
pelicula prateada. Além destes polissacarideos, também sdo encontrados galactose, arabinose e
manose, bem como lignina solavel e insoluvel, lipideos, cinzas, proteinas, nitrogénio, fragao
carbono/nitrogénio e fibra alimentar soltivel e insolavel (Tabela 3) (BALLESTEROS;
TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014).

Tabela 3 Composi¢ao quimica média da pelicula prateada

Componentes quimicos Composicio (g.100 g! — base seca)

Celulose (Glucose) 23,77 £ 0,09
Hemicelulose 16,68 +1.30
Arabinose 3,54 +£0,29
Manose 1,77 £ 0,06
Galactose 3,76 £ 1,27
Xilose 7,61 +0,02
Lignina 28,58 £0,46
Insolavel 20,97 +£0,43
Soluvel 7,61 £0,16
Lipidios 3,78 £0,40
Cinzas 5,36 £ 0,20
Proteina 18,69+ 0,10
Nitrogénio 2,99 £0,10
Carbono/Nitrogénio 14,41 +£0,10
Fibra Alimentar Total 54,11 +2,19
Insolavel 4598 +£0,18
Soluavel 8,16 0,90

Fonte: Adaptado de Ballesteros, Teixeira e Mussatto (2014)

Além da presenca dos macronutrientes, sdo encontrados metabdlitos secundarios como

alcaloides e compostos fenolicos, principalmente as metilxantinas e dcidos clorogénicos e seus



isomeros, sendo 0os mesmos encontrados no grdo. Estes componentes conferem ao residuo alta
capacidade antioxidante, demonstrando-o como potencial fonte de compostos bioativos
(CONDE; MUSSATTO, 2016).

Estudos vém sendo realizados a fim de estabelecer as aplica¢des deste subproduto e suas
propriedades, principalmente a partir da determinagdo da atividade antioxidante de extratos,
como aplicagdo em cosméticos (RODRIGUES et al, 2015), substrato para biodiesel
(PROCENTESE et al, 2019), como ingrediente funcional para alimentos (MESIAS;
DELGADO-ANDRADE, 2017, IRIONDO-DEHOND et al., 2019) e como fertilizantes
(CARNIER et al., 2019).

3.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO RESIDUO DO PROCESSAMENTO
DO CAFE

Existem inimeras metodologias de extragdo para compostos fendlicos, uma vez que sua
solubilidade pode variar de acordo com o solvente utilizado. Nesse sentido, ndo existe uma
metodologia universal ou que abranja a extragdo de todos os compostos fenolicos de interesse,
onde a otimizagdo da extragdo pode se dar pela interpolagdo de solventes ou métodos de
extracdo (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Em amostras de borra de café, a maioria dos estudos envolvem solventes polares para a
extracdo de compostos fendlicos. Panusa et al. (2013) ao determinarem o teor de compostos
fenolicos, utilizando como solvente etanol e 4gua, encontraram uma faixa de 11,83 a 28,26 mg
GAE.g! de amostra. Os mesmos autores extrairam os compostos fenolicos utilizando apenas
agua como solvente extrator, sem assistentes de extracdo, apenas banho a 60 °C durante 30
minutos, e obtiveram valores inferiores, entre 6,33 e 19,62 mg GAE.g™'.

A pelicula prateada também foi alvo de estudos com diferentes solventes de extracao.
Costa et al. (2014) utilizaram uma mistura hidroalcodlica (1:1 etanol e agua) para extragao de
compostos fendlicos, obtendo um extrato com 15,13 mg GAE.g™!. J4 Ballesteros, Teixeira e
Mussatto (2014) demonstraram que dentre alguns solventes organicos e inorganicos como
acetona, etanol, metanol e 4gua, a extracao mais eficiente para compostos fenolicos foi realizada
com etanol e 4gua, com rendimento de 12,81 mg GAE.g"!' de amostra.

Apesar da maioria dos estudos de extragdao de compostos fendlicos demonstrar que os
solventes organicos sdo mais eficientes, a utilizacdo destes solventes apresenta uma série de

desvantagens, como toxicidade ao ambiente e aos manipuladores, baixa seletividade de



extragdo e decomposicdo de compostos termolabeis (GLIGOR et al., 2019). Para tanto,
pesquisas estdo sendo realizadas com métodos inovadores e ambientalmente seguros, com a
redugdo de solventes, energia e geracao de residuos, denominados de “extracdes verdes”, tais
como extragdes assistidas por ultrassom (MELENDEZ, 2012; WEN et al., 2018), micro-ondas
(PETTINATO; CASAZZA; PEREGO, 2019) e por enzimas (SCULLY; JAISWAL; ABU-
GHANNAM, 2016).

3.4.1 Extracdo assistida por ultrassom

A utilizagdo de ultrassom pode auxiliar na extragdo de compostos fenolicos e esta sendo
utilizada como uma tecnologia emergente, em diversas matrizes vegetais (VUONG et al.,
2015), promovendo a diminuicdo dos solventes organicos utilizados, melhorando tempo e
consumo de energia, além da otimizacao na recuperagdo dos compostos de interesse. Ultrassons
sdo ondas mecanicas sonoras que se diferenciam do som audivel por possuirem frequéncias
maiores que 20 kHz. Estas ondas se propagam em meios solidos, liquidos ou gasosos,
estimulando um deslocamento longitudinal das particulas presentes, promovendo compressao
e expansdo da matéria. Este deslocamento forma pequenos vacuos no meio de propagacao,
chamados de microbolhas de cavitagdo, que a partir da compressao e expansao gerados pelo
método, ocorre a implosdo das bolhas, liberando elevada quantidade de calor e pressao no meio
(O’DONNELL et al., 2010; ESCLAPEZ et al., 2011).

Em matrizes solidas, a utilizacdo do ultrassom, que permite a geracao das microbolhas,
age na colisao das esferas geradas contra as superficies alvo, ocasionando certa turbuléncia e
posterior circulagdo do liquido de extracdo. Estas colisdes fazem, que por cisalhamento, as
células das paredes celulares sejam quebradas, facilitando o acesso do solvente extrator aos
compostos de interesse ali complexados e, aumentando a area de contato da extragdo
(CASTRO, CAPOTE, 2007; WEN et al, 2018). Além disso, o aumento da temperatura e
pressdo gerados no meio auxilia no aumento da solubilidade dos analitos, favorecendo a
extracdo (VEILLET et al., 2010). O mecanismo de acdo das ondas ultrassonicas ¢ demonstrado

na Figura 3.



Figura 3 Mecanismo de agdo das bolhas de cavitagdo em folhas de boldo

* (a) Perfil da planta com um tricoma na superficie da folha, (b) Geragdo de uma bolha de cavitagao, (c) Colapso
da bolha de cavitacdo que gera um micro- jato direcionado para a superficie e (d) Abrasdo da superficie, quebra
do tricoma e libera¢do de material soluvel no meio circundante

Fonte: Adaptado de Chemat et al. (2017).

Todo o processo pode ser efetuado em diferentes equipamentos de ultrassom, sendo o
mais utilizado o banho ultrassonico (Figura 3), que é um equipamento simples e de facil
manipulac¢do. Entretanto, para que nao haja perdas dos analitos de interesse, ¢ importante o
conhecimento prévio da amostra e cuidado durante o processo, pois o excesso de tempo na
utiliza¢do do ultrassom pode gerar um aumento exacerbado da temperatura, podendo resultar
na degradacdo dos compostos termolabeis (SHIRSATH et al., 2012). Além da temperatura,
outros parametros devem ser avalizados na escolha do ultrassom como assistente de extracao.
A frequéncia, outro parametro crucial para a agdo do método, geralmente ¢ utilizada entre 20 e
40 kHz, e determina o tamanho das bolhas de cavitacdo geradas sendo inversamente
proporcional a intensidade (ESCALAPEZ et al.,2011). Segundo Mulet et al. (2003), ultrassom
de alta intensidade e baixa frequéncia (20 a 300 kHz) geram mais poténcia, produzindo
cavitagdes mais violentas e subsequente maior a¢ao de ruptura. Além disso, a cavitagdo também
pode ser influenciada por condi¢des como presenga de gases no meio, tamanho das particulas
solidas, pressdo aplicada, viscosidade, tensao superficial, entre outros (CASTRO, CAPOTE,
2007; CARCEL et al., 2012; SHARAYEI et al., 2019).



Figura 4 Esquema de um sistema ultrassonico
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Fonte: Adaptado de Chemat; Zille-Huma; Khan (2011).

Para compostos bioativos, o ultrassom ¢ reportado como eficiente como assistente de
extracdo na literatura (SALEH et al,, 2016; ZHU et al., 2017; OKUR et al., 2021). Wen et al.
(2019) analisaram o efeito da extragdo assistida por ultrassom utilizando 4gua e metanol-agua
como solventes em amostras de pelicula prateada e observaram que a utilizagdao do ultrassom
contribuiu expressivamente para o aumento do conteudo fendlico e da atividade antioxidante
dos extratos quando comparado com o controle (extragdo apenas com banho-maria). Ainda,
para amostras de borra de café, Caballero-Galvan et al. (2018) observaram que a extracao
assistida por ultrassom gerou melhores resultados em relagdo a concentragdo de 4acido
clorogénico frente a extracdo por Soxhlet, além de apresentar vantagem no menor tempo de

extracao.

3.4.2 Extracdo assistida por enzimas

A utilizagdo de enzimas como auxiliadores de extracdo de compostos bioativos,
principalmente os compostos fendlicos, ¢ vantajosa ndo somente por substituir o uso de
solventes organicos ou diminuir a geracao de residuos toxicos, mas também por oferecer
especificidade da extracdo frente a matriz e aumentar a recuperacdo dos compostos que nao
seriam acessados com outros métodos, por estarem complexados com componentes ou tecidos
especificos da planta (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006). As paredes celulares de plantas
sao formadas por polissacarideos complexos e interligados, como celulose, hemicelulose e

lignina, que conferem estabilidade e protecao a exposi¢cao dos componentes intracelulares, e



agem como barreira fisica, limitando a eficiéncia de métodos convencionais de extragdo para
os compostos de interesse (GLIGOR et al., 2019).

Tendo em vista que a celulose e polimeros semelhantes sdo abundantes na natureza, a
degradacao das estruturas polissacaridicas ¢ fundamental para o acesso dos compostos fenolicos
em matrizes vegetais. Deste modo, a combina¢do de diferentes enzimas ¢ aplicada a fim de
acessar diferentes estruturas em um Unico processo de extragdo. A combinagdo de enzimas
carboidrases foi reportada por aumentar o contetido fendlico total e atividade antioxidante de
extratos de algas marinhas, tendo o acido galico e acidos clorogénicos como os principais
fenolicos recuperados nos extratos (HABEEBULLAH et al.,2021). Também, a combinagdo de
enzimas como celulase e o-amilase foi utilizada para a extracdo de compostos fendlicos de
cevada (YU; VASANTHAN; TEMELLI, 2001). Apesar de estudos envolvendo a extracao de
compostos fenolicos nos subprodutos do processamento do café serem ainda escassos na
literatura, foi mencionado que a utilizagdo de enzimas celulases como assistente de extragao
em café foi eficaz para a recuperacao de acido clorogénico e seus derivados (PINELO et al,
2007).

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos que exercem a funcdo de acelerar — ou mesmo
possibilitar — reagdes entre componentes quimicos. Possuem caracteristicas especificas, capazes
de transformar o substrato em um produto especifico, dependendo diretamente de propriedades
como pH, temperatura e presenga de cofatores ou inibidores no meio reacional. Por serem
classificadas como proteinas, sua atividade pode ser irreversivelmente modificada por estas
propriedades, quando desnaturadas. Na desnaturagdo, a estrutura proteica sofre um desarranjo
de sua estrutura, ocorrendo a perda da atividade bioldgica (CARVALHO, 2020).

As enzimas sdo divididas em diferentes classes como oxirredutase, transferase,
hidrolase, liase, isomerase e ligase, onde cada classe possui um mecanismo de a¢do. Por sua
vez, as carboidrases pertencem ao grupo das hidrolases, que sdo formadas por endo e
exoglucanases e utilizam a molécula de agua do meio reacional como receptora dos grupos
funcionais. Especificadamente, a enzima celulase age hidrolisando as ligagcdes [-1,4
glicosidicas da celulose, desmembrando a parede celular de plantas através da hidrdlise entre
os monossacarideos, que formam os polissacarideos, liberando componentes ali complexados.
Ainda, as hemicelulases sdo enzimas, também pertencentes as carboidrases, que sao formadas
por xilanases, arabanases e [-glucanases que sao capazes de hidrolisar polissacarideos
estruturais mais especificos (PAPILLO et al., 2014; ZHOU et al., 2021). O mecanismo de a¢ao

das enzimas endo, exo e -glucanases nas cadeias de celulose ¢ demonstrado na Figura 5.



Figura 5 Mecanismo de acdo das endo, exo e f-glucanases na hidrélise da celulose
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Fonte: Adaptado de Diaz ef al. (2009)

A fim de otimizar o processo de extragdo, complexos de carboidrases sao utilizados para
hidrolisar ndo apenas a celulose, mas também estruturas como hemicelulose e lignina,
permitindo o aumento da extracao e subsequente rendimento, visando os compostos de interesse
como antioxidantes, sacarideos lipidios, pigmentos e compostos volateis (DE MOURA et al.,
2008; PURI; SHARMA; BARROW, 2012). A enzima Viscozyme L® ¢ um complexo
enzimatico especifico, composto por diversas carboidrases como arabinases, celulases, B3-
glucanase, hemicelulase e xilanas, indicada para hidrolisar polissacarideos complexos e auxiliar

na liberagdo de compostos fenolicos presentes em matrizes celulares (PAPILLO et al., 2014).

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os principais compostos bioativos presentes nos subprodutos do café sdo os metabolitos
secundarios ja presentes inicialmente no grao do café, como alcaloides e compostos fendlicos,
principalmente as metilxantinas, 4cidos clorogénicos e seus isomeros. Estes componentes
atribuem ao residuo alta capacidade antioxidante, tornando-o como potencial fonte de
compostos bioativos (CONDE; MUSSATTO, 2016).

Compostos antioxidantes sdo substancias que, mesmo em pequenas quantidades, sdo
capazes de retardar ou impedir a reagdo de oxidagdo em substratos como lipideos, proteinas e

carboidratos, processo este ilustrado na Figura 6.



Figura 6 Reagdo de auto-oxidagao
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Os produtos da reacdo de oxidacdo sdo denominados “espécies reativas de oxigénio” e
sdo sempre iniciados por uma espécie radicalar X°, podendo reagir com um substrato RH,
formando o radical alquil R°. Posteriormente, esta espécie radicalar ird reagir com o oxigénio,
formando o radical peroxil ROO°, que poderd atacar outro substrato, originando o
hidroperoxido organico ROOH e um radical alquil. A formagao de espécies reativas de oxigénio
¢ natural do metabolismo celular de animais e plantas onde, quando corre um desequilibrio na
sua producdo, desencadeia o “estresse oxidativo”, o qual € responsavel pelo surgimento de
doengas cronicas como cancer, diabetes, aterosclerose, neurologicas, entre outras (AMORATI;
VALGIMIGLI, 2015).

Neste contexto, os compostos fendlicos sdo importantes e eficazes antioxidantes
naturais, capazes de sequestrar radicais peroxil, podendo atuar em diferentes mecanismos
(AMORATTI; VALGIMIGLI, 2015). Dentre os principais compostos fenolicos encontrados na
pelicula prateada e no proprio grao de café, destacam-se os acidos clorogénicos como 5-CQA
(1,99 £ 0,06 mg.g™"), 3-CQA (1,478 + 1,59 mg.g™!) e 4-CQA (0,849 + 0,076 mg.g™"), além de
derivados do acido feralico e seus isdmeros (1,216 + 0,063 mg.g™!), totalizando em 5,89 £ 7,5
mg de compostos fendlicos por grama de pelicula prateada (BRESCIANI et al., 2014). Além
destes, outro importante composto bioativo presente ¢ a cafeina, pertencente ao grupo das
metilxantinas, que contribuem significantemente para com a atividade antioxidante
(HERMAN; HERMAN, 2013). Ademais, muitos estudos associam que 0s compostos que

possuem atividade antioxidante podem apresentar atividade antibacteriana frente a certos



microrganismos, reportado também por alguns autores esta atividade nos subprodutos do café

(BOUHLAL et al., 2020; SILVA et al., 2015; NZEKOUE et al., 2020)

3.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Atividade antibacteriana ¢, por defini¢do, a capacidade de inibir o crescimento de
bactérias, em virtude da composi¢do do extrato a ser testado. Sua importancia se da pelo alto
indice de doencas infecciosas e subsequentes mortes (ALAVIJEH; SHARMA, 2012; DAR et
al.,2016; GORNIAK et al., 2019). Neste sentido, antibidticos sdo drogas, sintéticas ou naturais,
capazes de causar a morte ou inibir o crescimento de um microrganismo especifico. Apesar da
indescritivel importancia da descoberta, utilizagdo e eficacia dos antibidticos em doencas
infecciosas (causadas por bactérias ou fungos) nos ultimos 60 anos; seu uso incorreto, tanto na
forma medicamentosa quanto na agricultura, vem promovendo - além da exacerbada polui¢ao
ambiental - a resisténcia e a seletividade de microrganismos mais fortes, principalmente
bactérias (PISTELI; GIORGI, 2012). Diz-se que bactérias resistentes sdo aquelas capazes de
crescer e multiplicar-se, in vitro, com um minimo de concentragdo do medicamento. O
mecanismo de resisténcia ¢ dado pela modulacdo ou mutagdo de fatores genéticos do
microrganismo, ou até mesmo a aquisicdo de um DNA exdgeno, onde enzimas sao codificadas
e posteriormente a acdo do medicamento € inativada por mudangas estruturais na propria
bactéria, impedindo o mecanismo de ag¢do do antibidtico (TAVARES, 2006; REGEA, 2018).

Os extratos vegetais possuem a propriedade antimicrobiana pela presenca de alguns
grupos de compostos, geralmente metabolitos secundarios, como terpenoides, taninos,
alcaloides e compostos fendlicos, incluindo suas subclasses, com diferentes mecanismos de
acdo. Por exemplo: alcaloides com o principio ativo a 13a-hidroxilupanina, Lupanina e 13a-
Tigloyloxylupanina, demonstraram alta atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus,
Bacilus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, utilizando como mecanismo
atingir e intercalar o DNA da bactéria. Ja os terpenos, como d-3-careno, a-terpinoleno e -
copaeno, demonstraram atividade em amplo espectro, em bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas, como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Aspergillus flavus, causando desintegracdo e lise das membranas, através de
compostos lipofilicos (ERDEMOGLU et al., 2007, PRASHANT-TIWARI et al., 2011).

A atividade antibacteriana foi observada em extratos de café torrado, com a¢ao contra

as bactérias Staphylococcus aureus, Enterococcus fecalis, Listeria monocytogenes,



Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella choleraesiu, aumentando sua eficacia
com o aumento proporcional do extrato aplicado. Foi constatado também, que além da ac¢ao dos
acidos organicos e compostos fendlicos, as melanoidinas presentes decorrente da reacao de
Maillard, formadas no processo de torrefacdo, demonstraram agdo contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, sendo estas as mais sensiveis — possivelmente pela auséncia de
uma segunda camada de peptideoglicanos (RUFIAN-HENARES; DE-LA-CUEVA, 2009;
CHAVES-ULATE; ESQUIVEL-RODRIGUEZ, 2019).

Assim como no café torrado, compostos bioativos como cafeina, trigonelina, acidos
organicos como acido clorogénico e acido ferulico e melanoidinas também sdo encontrados na
borra de café. Estes compostos sdo amplamente conhecidos por inibirem o crescimento de
microrganismos, por diversos meios, como por exemplo: os compostos fenolicos, alcaloides e
melanoidinas inibem o crescimento celular; o hidroximetilfurfural (produto da reagdo de
Maillard) age na cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, diminuindo a taxa de
crescimento de bactérias. Diversos autores avaliaram a capacidade antimicrobiana do extrato
de borra de café em alimentos e concluem que o prazo de validade dos alimentos aumentou
significantemente, com alta atividade contra bactérias Gram-positivas e leveduras (KIM et al.,
2016; CAMPOS-VEGA et al., 2015; MONENTE et al., 2015).

Deste modo, conclui-se que os compostos biologicamente ativos encontrados no café,
como compostos fendlicos, xantinas e metil-xantinas, taninos e melanoidinas, que sao
amplamente conhecidos e estudados por conferirem atividades benéficas ao consumo do café
(atividades antitumorais, antioxidativas e por auxiliarem na manutengdo do sistema
cardiovascular), também estdo presentes nos subprodutos da obtencdo da bebida do café —
produzido em elevada quantidade. Este subproduto pode entdo ser reutilizado, com o manejo
adequado e, todos os compostos de interesse podem ser aproveitados, principalmente quando

se busca compostos de elevada atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DO CAFE (Coffea ardbica L.)

Os residuos do processamento do café foram obtidos da rede de cafeterias Café Cultura,
localizada na regido de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil, no més de julho de 2019. Os
residuos sdo provenientes do processamento dos graos de café da espécie arabica, de blend das
variedades Bourbon Amarelo, Catuai Vermelho e Icatu Amarelo; com a torrefagdo realizada
pela propria empresa. O café € oriundo do estado de Minas Gerais, regido Mogiana, plantio
com altitude de 1.220 metros, colhido na safra 2018/2019.

Dois tipos de residuos foram coletados: um obtido durante a torrefagdo (chamado de
pelicula prateada ou silverskin - CS) e outro, gerado durante a extracdo da bebida ‘“café
espresso”, denominado borra de café (CG), provenientes do mesmo café e processamento. Estas
amostras foram secas, separadamente, em estufa com circulag¢ao forcada de ar (Fabbe, modelo
335), a 60 = 2 °C, overnight, at¢ massa constante. Em seguida foram acondicionadas em
embalagens de polietileno, ao abrigo da luz, identificadas e armazenadas a -80 + 2 °C em ultra-

freezer até posterior utilizagao.

4.2 PREPARO E OBTENCAO DOS EXTRATOS

A obtengdo dos extratos se baseou nas metodologias utilizadas por Larrauri et al. (1997)
e Meléndez (2012), com algumas adaptagdes. Para a extracao, foram utilizados 15 g de borra
de café (CG) e 15 g de pelicula prateada (CS), separadamente, para os trés diferentes métodos,
sendo:

- Extragdo assistida por ultrassom (AU): foram adicionados 100 mL de dgua destilada
as amostras de borra de café (CG) e pelicula prateada (CS). As misturas foram submetidas a
banho de ultrassom (Unique, 1650A, Brasil), onde utilizou-se a poténcia de 70 W, por 4 horas
e em seguida as amostras foram centrifugadas (Hermle, Z200A) a 4500 rpm. O sobrenadante
foi filtrado em filtro Whatman n°® 40 e armazenado em baldo volumétrico de 100 mL, envolto
por papel aluminio. As amostras foram armazenadas a -80 °C em ultrafreezer até o momento
das analises.

- Extragdo assistida por enzimas (AE): foram adicionados 100 mL de agua destilada a
amostra de borra de café (CG) e pelicula prateada (CS), separadamente. Foram adicionados nas

amostras 20 pL de complexo enzimatico de celulases (Viscozyme® L, V2010), sendo as



solugdes colocadas, posteriormente, em banho com agita¢do (100 rpm), a temperatura de 45 °C
por 1 hora. As especificacdes da enzima utilizada, de acordo com o fabricante, estdo descritas
na Tabela 4. A mistura foi submetida a centrifugagdao a 4500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi filtrado com papel filtro Whatman n° 40 e armazenado em baldao volumétrico
de 100 mL, envolto por papel aluminio. As amostras foram armazenadas a -80 °C em
ultrafreezer até o momento das analises.

- Extracao assistida por ultrassom e enzima (AUE): foram adicionados 100 mL de agua
destilada as amostras de borra de café¢ (CG) e pelicula prateada (CS), separadamente. As
misturas foram submetidas a banho ultrassom (Unique, 1650A, Brasil), em poténcia de 70 W,
durante 4 horas. Apds este periodo, foi adicionado 20 ul do complexo enzimatico
(Viscozyme® L, V2010) e as solugdes foram colocadas em banho com agitagdo (100 rpm) a
temperatura de 45 °C por 1 hora. A mistura foi submetida a centrifugacdo a 4500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi filtrado com papel filtro Whatman n° 40 e armazenado em balao
volumétrico de 100 mL envolto por papel aluminio. As amostras foram armazenadas a -80 °C

em ultrafreezer até o momento das analises.

Tabela 4 Principais caracteristicas da enzima Viscozyme L ®

Estado fisico Composiciao Atividade T (°C) pH Grupo alvo
arabanase
Liquido B-glucanase 100 UFBG*/g 40 —55 4,0 -6,0 B-1-3e1-4
Xylanase endoglucanases
Celulase
Hemicellulase

* UFBG: Unidades Fungicas de Beta-Glucanases.

43 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

4.3.1 Determinacao dos teores de Compostos Fendlicos Totais
O teor de compostos fenolicos totais dos extratos foi avaliado através do método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia descrita por Singleton et al.

(1999), com algumas modificagdes. Em resumo, foram utilizados 200 pL dos extratos, diluidos



em 5,0 mL de agua deionizada, adicionado de 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1 mol L"
). Apés 5 minutos de reagdo, a mistura foi neutralizada com 1,5 mL de carbonato de sodio
7,5% (p/v), sendo agitada em vortex por 1 minuto. A solugdo foi incubada por 30 minutos, com
auséncia de luz e a temperatura ambiente e posteriormente a sua absorbancia foi medida em
espectrofotometro UV-VIS (U-2900, Hitachi, Japao), em comprimento de onda de 765 nm. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 gramas de

amostra (peso seco).

4.3.2 Potencial antioxidante pelo método ABTS

O potencial antioxidante dos extratos foi determinado utilizando o radical ABTS [2,2’-
azino-bis-3-etilbenzoatiazolina-6-acido sulfonico], conforme metodologia descrita por Re et al.
(1999). Para a andlise, foi preparada a solugdo radical ABTS a partir da mistura da solucao
estoque ABTS 7 m mol L"'e da solugiio de persulfato de potassio 2,45 m mol L™!, sendo mantida
ao abrigo da luz por 16 horas antes das analises. Para a realizacdo do ensaio, uma aliquota de
20 pL de extrato foi misturada com 980 pL da solucdo radical ABTS. Apos 6 minutos de
incubagdo sob o abrigo de luz, a absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-VIS
(modelo U-1800, Hitachi, Japao) a um comprimento de onda de 734 nm. A quantificacdo foi
realizada com base em uma curva padrao de Trolox e os resultados expressos em uM Trolox g

' de amostra.

4.3.3 Potencial antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi analisada utilizando o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil DPPH, segundo método descrito por Brand-Williams et a/, (1995), com algumas
modifica¢des. Em tubos de ensaio foram adicionados 0,3 mL de cada extrato com 2,7 mL da
solucdo diluida de radical DPPH (40 pg.mL™"). Apds 1 hora sobre abrigo de luz, foi realizada a
leitura da absorbancia, em espectrofotometro, em triplicata, a 515 nm. O Os resultados foram

expressos com base no calculo de IC50, calculados em pmol Trolox g™! de amostra.

4.3.4 Potencial antioxidante por absorc¢ao do radical oxigénio (ORAC)



O ensaio para a avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos pelo método ORAC
foi baseado na metodologia de Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001). Foram preparadas
diferentes concentragdes das amostras e do padrao (Trolox) em tampao fosfato 75 mM, pH 7,4.
Para a realizac¢ao da analise, foram pipetados, em pocos de uma microplaca da cor preta, 25 pLL
de amostra ou padrao Trolox, ambos ja diluidos, e 150 pL de solugdo de fluoresceina (81 nM).
As placas foram incubadas por 10 minutos a 37 °C, sendo os ultimos 3 minutos sob agitagdo
constante. Apos isto, foram adicionados 25 pL de solug¢do de AAPH [2,2’-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloreto] a 152 Nm, dando inicio a reagdo. A intensidade de
fluorescéncia foi verificada por 2 horas ou até atingir menos de 0,5 % do valor inicial, de minuto

a minuto, a 37 °C. O resultado foi expresso em uM Trolox g™! de amostra.

4.4 COMPOSICAO FENOLICA INDIVIDUAL

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por Seraglio ef al. (2016). As andlises foram realizadas em um sistema
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem por ionizagdo por
eletropulverizagdo (LC-ESI-MS / MS). Foi utilizado um cromatédgrafo liquido da série Agilent
1290 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA), acoplado a um espectrometro de massas
hibrido quadrupolo com armadilha de ions linear quadrupolo QTRAP® 5500 (Sciex, Foster
City, CA, EUA) equipado com uma fonte de ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI). A
identificagdo e quantificacdo dos compostos foram medidas de acordo com o tempo de retengao,
ion precursor, fragmento principal (ion de quantificacdo) e fragmento secundario (ion de
confirmacao) por comparacdo com os padrOes analiticos. A separacdo cromatografica foi
realizada utilizando uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (3,0 x 100 mm, 3,5 um) da Agilent.
A fase moével foi composta por 4gua (A) e metanol (B), ambas com 0,1% de &cido férmico. O
seguinte modo gradiente foi usado: 0-3 min, 2% B; 3-10 min, 20% de B; 10-11 min 90% de B;
11-13 min, 2% B. O fluxo utilizado foi de 0,3 mL min-1. Foi utilizado um tempo de equilibrio
de 2 min entre as corridas. A injecdo de volume foi de 5 pL. A aquisi¢do e o tratamento dos

dados foram realizados no software Analyst e MultiQuant, respectivamente (Sciex).

4.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA



A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos foi analisada pela determinacdo da
concentragdo minima inibitoria (CIM), de acordo com Oliveira ef al. (2016) e com a Norma de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS, 2003). Os ensaios foram
realizados para as bactérias Gram-positivas: Bacillus subtilis ATCC 9933, Bacillus cereus
ATCC 10876, Listeria monocytogenes ATCC7644 CCT7408 (produtora de biofilme), Listeria
ivanovii ATCC BAA 139, Listeria inocua ATCC 3399, Listeria monocytogenes ATCC 19111,
Listeria monocytogenes Scott A, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus Fri, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
para as Gram-Negativas (estoque laboratorial): Salmonella Typhimurium ATCC14028,
Salmonella Enteretidis ATCC 13076, Salmonella abaetetuba ATCC 35640, Salmonella
heiderberg ATCC 8326, Escherichia coli O157:H7 e Escherichia coli ATCC25922. As culturas
dos microrganismos patogénicos foram recuperadas em BHI e incubadas a 36 © C durante a
noite. As culturas foram padronizadas na concentragdo de 0,5 da escala de McFarland
(proporcionalmente a 10® unidades formadoras de coldnias por mililitro - UFC.mL™") e diluidas
em 4gua peptonada de caseina até a concentracio de 10° UFC.mL"!. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.5.1 Concentracdo minima inibitéria (CIM)

Os extratos aquosos dos subprodutos borra de café e pelicula prateada foram submetidos
a determinagdo da MIC, em placa estéril de 96 pogos. Diluigdes seriadas (50 a 2000 pg.mL™)
das amostras dos extratos foram realizadas em BHI. Foram adicionados 100 pL de uma
suspensao bacteriana em BHI em cada pogo. Pocos de controle negativo (contendo o BHI e 200
pL de extrato sem a suspensdo bacteriana) e pocos de controle positivo (contendo o BHI e a
suspensdo bacteriana) também foram preparados. As placas foram incubadas a 37 ° C por 18
horas sem agitacao. Apos, 10 puL de resazurina a 3% foram adicionados e deixados por mais 2
horas na incubadora a 37 ° C. Com o uso do corante, a presenga de cor azul representa a auséncia
de crescimento bacteriano e a cor rosa a presenca de crescimento A concentragdo minima
inibitéria (MIC) foi definida como a menor concentragdo de extrato que inibiu o crescimento

visivel das bactérias.



4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados experimentais foi realizada utilizando o Software
SASM-Agri versao 8.2. Foi realizado a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, com 95 % de confiabilidade. A andlise de componentes
principais (PCA) foi utilizada para elucidar o agrupamento das amostras e desvendar as
principais caracteristicas quimicas associadas ao residuo de café submetido a diferentes

métodos de extragao.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os valores de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante in vitro dos
extratos aquosos de borra de café e pelicula prateada obtidos por diferentes métodos de extragao

estdo apresentados na Figura 7.

Figura 7 Teor de compostos fenolicos totais (a) e atividade antioxidante (b, ¢, d) dos extratos
aquosos de borra de café (CQG) e pelicula prateada (CS) obtidos utilizando-se os métodos de

extragdo por ultrassom, assistido por enzimas e pela combinacdo ultrassom e enzimas.
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Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao (n=3). As letras maitisculas diferem estatisticamente
(p < 0,05) entre as amostras para cada método de extragdo, enquanto que, letras minusculas diferem
estatisticamente (p < 0,05) entre as extragdes para cada amostra. AU: extra¢do assistida por ultrassom. AE:
extragdo assistida por enzima. AUE: extragdo assistida por ultrassom e enzima.

Os teores de compostos fenolicos totais foram elevados para ambas as matrizes (borra
de café e pelicula prateada), e estdo de acordo com os encontrados por outros pesquisadores
(MUSSATO et al. 2011; OKUR et al. 2021; WEN et al. 2019). Além disso, os maiores valores
foram encontrados para os extratos obtidos pelo método assistido por ultrassom (AU), com

27,84 mg GAE.g"! para borra de café (CG) e 19,98 mg GAE.g! para pelicula prateada (CS),



seguido pelo método assistido por enzima (AE) (Figura 1a). Estes resultados sdo similares aos
encontrados por Ramén-Gongalves et al. (2019), de 9,0 a 29,0 mg GAE.g !, em extratos
aquosos-etanolicos pelo método assistido por ultrassom das borras provenientes de diferentes
variedades de café. Ja os resultados encontrados para pelicula prateada (CS) foram superiores
ao encontrado por Wen et al. (2019) (entre 5,8 ¢ 8,94 mg GAE.g!"), que também utilizaram o
ultrassom como assistente de extragao.

A extragdo assistida com ultrassom (AU) foi a mais eficiente para a liberagao de
compostos fendlicos da parede celular, uma vez que as ondas geradas no meio aquoso formam
a compressao e expansdo das particulas presentes, promovendo a quebra da estrutura por
cisalhamento, promovendo o aumento da solubilidade dos compostos complexados no meio
aquoso. Como esperado, o extrato da borra de café apresentou maior teor de compostos
fenolicos totais do que o extrato da pelicula prateada, j& que a semente apresenta naturalmente
a maior quantidade de compostos fendlicos no fruto do café (Coffea arabica L) e, mesmo ap6s
seu processamento para obtencdo da bebida, estes compostos foram mantidos em elevada
concentracao no subproduto (FARAH; DONANGELO, 2006, PIMPLEY; MURTHY, 2021).

Por se tratar de residuos gerados no processamento do grdo de café¢ e que sdo
influenciados por inimeros fatores desde a colheita até a producgdo, os dados dos teores de
compostos fenolicos de borra de café e de pelicula prateada podem apresentar variagdes. Ainda,
a espécie utilizada para o preparo da bebida (e subsequente producao dos residuos) também
podem influenciar nos teores de compostos fenolicos encontrados na literatura. Apesar de ja ser
conhecido que extragdes com solventes organicos promovem maior extragdo para compostos
fendlicos, os resultados demonstrados para CFT mostram que os auxiliadores de extracdo, como
ultrassom e enzima, sdo alternativas viaveis para extracao verde e eficiente de polifendis.

Para a capacidade antioxidante pelo método ABTS dos extratos de borra de café (CQG)
e pelicula prateada (CS), foi observado maiores resultados para as extragdes AUE e AE,
respectivamente (Figura 1b). Quando avaliado cada extrato, a amostra CG apresentou o menor
resultado para a atividade antioxidante na extragao AE (p < 0,05), sugerindo que os compostos
fendlicos presentes nesta matéria-prima ndo estavam tdo complexados com estruturas
celuldsicas e, com o auxilio da cavitagdo gerada pelo ultrassom, foram liberados ao meio mais
facilmente, facilitando a quantificag¢do da sua atividade antioxidante quando comparado a agao
enzimatica. Os dados observados estdo em concordancia com os encontrados para os CFT
(Figura 1a). J4 a amostra pelicula prateada (CS) apresentou maior atividade antioxidante frente

ao radical ABTS na extragdo enzimatica (AE), o que pode ser explicado pela sua composi¢ao



celuldsica mais expressiva frente a borra de café (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO,
2014) e especificidade das enzimas carboidrases utilizadas na extracdo que, para a pelicula
prateada, conseguiu melhor descomplexar os compostos fendlicos presentes e assim eliminar o
radical ABTS.

Para a analise antioxidante por eliminacdo do radical DPPH, foi observado que ambos
os extratos (CG e CS), nas duas extracdes que envolveram a utilizacdo de ultrassom,
apresentaram menor resultado de IC50 e, consequentemente, maior capacidade antioxidante (p
< 0,05) (Figura 1c). Este método se baseia no consumo do radical DPPH pela reagdo com os
extratos, em que a menor quantidade de reducdo do DPPH em 50% apresenta a maior
capacidade antioxidante do composto (BRAND WILLIAMS et al., 1995; DAWIDOWICZ et
al., 2012). Verificou-se uma maxima extracdo dos compostos fendlicos a partir do processo de
cavitagcdo e posterior aumento da solubilidade dos compostos com atividade antioxidante no
meio, facilitando a eliminagdo de espécies reativas de oxigénio; uma vez que os extratos de
borra de café (CG) e pelicula prateada (CS) apenas com auxilio de enzima, apresentam os
menores valores para este método.

A extragdo aquosa de subprodutos do processamento do café ¢ pouco relatada na
literatura quando comparada a extragdo com solventes organicos. Entretanto, Bravo et al.
(2013) compararam a atividade antioxidante DPPH em diversos tipos de extragdo de borra de
café: apenas com agua, dgua e etanol, etanol, metanol, 4gua e metanol; e observaram que o
resultado da extragdo contendo apenas agua foi mais expressiva para DPPH, seguido de dgua +
etanol. Isso porque as melanoidinas presentes, formadas no processo de torrefagao do grao, bem
como os acidos clorogénicos ja presentes, sao hidrossoliveis. No presente estudo, quando
avaliado cada amostra, a CG apresentou a maior capacidade antioxidante, comparada a CS para
os trés métodos, estando em concordancia com os resultados encontrados para CFT. Isso pode
ser explicado pela localizagdo de cada matriz morfologicamente no grao de café, onde a borra
de café (CG) ¢ oriunda da semente, torrada e moida, ap6s a extracao da bebida. O fruto do café
¢ rico em todas as suas estruturas de compostos fenolicos, mas a semente € o 6rgado com mais
incidéncia destes compostos (ALVES et al., 2017; JANISSEN; HUYNH, 2018; MIRON-
MERIDA et al., 2019)

A atividade antioxidante pelo método ORAC versa sobre a capacidade do analito em
extinguir radicais pela transferéncia de atomos de hidrogénio (OU et al., 2002; SCHAICH;
TIAN; XIE, 2015), e os resultados para este método estdo apresentados na Figura 1d. O extrato

CG para a extracdo assistida por ultrassom (AU) apresentou a maior atividade antioxidante



(26,6 uM Trolox mL™), entretanto, quando comparado ao resultado da CG para extracio
assistida por ultrassom e enzima (AUE), ndo houve diferenca significativa (p > 0,05). Para CS,
nao houve diferenga significativa entre os trés métodos de extracao (p > 0,05). Contudo, para
CG e CS, na extracgdo assistida por ultrassom e enzima (AUE), observou-se que a ruptura da
parede celular causada pela cavitagdo, gerada pelo ultrassom, complementado com a hidrélise
enzimatica dos carboidratos estruturais, auxiliou no aumento da concentra¢ao de atomos de
hidrogénio no meio aquoso, contribuindo para o aumento da atividade antioxidante dos
extratos. Este resultado também pode estar ligado ao teor de celuloses, hemiceluloses e ligninas,
reportado por Ballesteros, Teixeira e Mussato (2014) e explicado por Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004), onde as estruturas complexas da lignina sdo previamente desestruturadas
pelo ultrassom, permitindo o melhor acesso das carboidrases as estruturas celulosicas ainda nao
corrompidas, conseguindo liberar ainda mais os compostos bioativos ali complexados.

Os resultados para atividade antioxidante dos extratos aquosos dos subprodutos do café
indicam, que apesar de terem passado por diversos processos para a obtencao da bebida, ainda
apresentam compostos fendlicos com notavel atividade antioxidante. Por outro lado, na
literatura ha poucos trabalhos comparativos de atividade antioxidante para extragcdes aquosas
dos subprodutos do café. Entretanto, observa-se uma nova vertente na literatura que mostra a
tendéncia a escolha de extragdes ambientalmente seguras utilizando auxiliadores de extragao,
com baixo ou nenhum consumo de solvente organico, alta seletividade dos compostos extraidos
e bons rendimentos, principalmente de compostos com atividade antioxidante (PAGANO et al.,
2021).

De forma geral, os trés métodos de extracdo foram eficientes para a extragdo de
compostos fendlicos. Para os extratos de CS, os métodos que utilizaram a extragdo enzimatica
foram mais eficazes, principalmente quando houve o pré-tratamento com o ultrassom, podendo
ser explicado pela liberacdo dos compostos em estruturas mais complexas seguido pela
hidrolise enzimatica especifica nas estruturas ainda ndo lisadas (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004; REZENDE et al., 2021), dada a composi¢ao dos carboidratos estruturais
na matriz da pelicula prateada. Para CG, os tratamentos que envolveram o ultrassom obtiveram
resultados mais satisfatorios, podendo ser explicado por possuir menos carboidratos estruturais
e maior incidéncia de outras macromoléculas como lipidios e proteinas frente a CS, ser melhor
acessado pela cavitacdo, ficando como sugestao para trabalhos futuros a utilizagao de, além de
carboidrases, lipases e proteinases, com pré-tratamento de ultrassom, para analisar a

descomplexacdo de mais compostos com atividade antioxidante.



5.2 COMPOSICAO FENOLICA INDIVIDUAL

Um total de 29 compostos fenodlicos foram identificados na borra de café e na pelicula prateada por LC-ESI-MS/MS, como ilustrado na

Tabela 5.

Tabela 5 Perfil fendlico das amostras de borra de café e pelicula prateada obtidos pelos diferentes métodos de extragao.

Compostos fenolicos Borra de café (CG) Pelicula prateada (CS)

(ng.gh) AU AE AUE AU AE AUE
Acido benzoico 1,22 3,21 5,09 12,56 14,21 17,90
p-Aminobenzoico <LOQ <LOQ 5,21 <LOQ <LOQ 4,72
Cumarina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Siringaldeido <LOQ <LOQ n.d <LOQ 9,20 22,64
Acido fertilico 9,69 2,28 28,98 10,81 10,20 23,33
Acido Siringico <LOQ <LOQ 3,20 <LOQ <LOQ 3,98
Pinocembrim 2,77 7,73 n.d 1,96 <LOQ n.d
Galangina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Apigenina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Kaempferol <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ 2,76
Epicatequina <LOQ <LOQ n.d n.d <LOQ n.d
Catequina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Acido clorogénico 1268,29 1285,96 623,24 13,60 13,45 748,25
Hesperidina <LOQ <LOQ n.d 0,33 0,42 n.d
2,5-DHBA  (2,5-dcido 97,86 132,50 101,52 451,04 525,59 558,52

dihidroxibenzoico)




24-DHBA — (24-dcido ¢ ) 268,74 124,77 391,49 457,15 66,71
dihidroxibenzoico)

Luteolina n.d 14,05 n.d n.d 29,22 n.d
Acido Salicilico 5,45 11,37 3,77 38,80 49,49 25,34
3.4-DHB  (34- acido 36,90 50,43 74,20 5,64 11,24 315,94
dihidroxibenzoico)

p-Cumarico 17,69 223,53 81,23 5,16 8,00 4,01
Acido vanilico <LOQ n.d n.d <0 n.d n.d
Acido galico 4,40 6,08 nd 26,00 28,76 nd
4-Metilumberliferona n.d <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ n.d
Coniferaldeido 1,35 4,69 <LOQ 29,50 29,48 24,89
Acido caféico 135,01 648,33 984,72 27,96 27,40 249,40
Sinapaldeido 2,74 4,27 5,94 29,52 31,15 23,46
3.5-DNB (3,5-4cido

dinitrobenzoico) <LoQ <LOQ nd <LoQ <LOQ nd
Acido Sinaptico 1,85 2,45 n.d 2,95 3,03 7,52
Crisina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Naringenina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Pinobanksin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ n.d
Quercetina <LOQ <LOQ 2,62 <LOQ <LOQ 2,94
Isorahmenetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Isoquercetrina 2,52 2,55 422 3,19 3,42 4,68
Naringina 3,63 3,62 n.d 3,65 <LOQ 4,55
Rutina 4,65 4,61 n.d 6,11 5,85 n.d

<LOQ: inferior ao limite de quantificagao (50 ug.L'l). n.d: ndo detectado. AU: extragdo assistida por ultrassom; AE: extragdo assistida por enzima; AUE: extragdo assistida
por ultrassom e enzima.



Os compostos identificados pertencem as classes dos acidos fendlicos e derivados,
flavonoides e derivados, e fendis de forma geral. Os compostos majoritarios encontrados para
os extratos da borra de café (CG) foram acido clorogénico, acido caféico, acido 2,4-
dihidroxibenzoico e acido 2,5-dihidroxibenzoico; enquanto para os extratos da pelicula
prateada (CS) foram 4&cido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 2,4-dihidroxibenzoico, &cido
clorogénico e acido 3,4-dihidroxibenzoico. Apesar dos compostos majoritdrios serem o0s
mesmos em ambas as matrizes para todas as diferentes extragdes, a quantidade de cada
composto variou de acordo com o tipo de extragdo aplicado.

A aplicacdo de enzimas como assistente de extragdo (AE) foi o método mais eficiente
na extracdo de compostos fendlicos em CG, tendo o 4cido clorogénico (1285,96 pg.g!), 4cido
caféico (648,33 ug.g), 2,4 DHBA (268,74 ug. g') e acido p-Cumérico (223,53 pg.g’') como
compostos fendlicos majoritarios. J4 quando avaliado a amostra CS, a extracdo que apresentou
maior extragdo de compostos fenolicos foi a extragdo AUE, sendo eles o acido clorogénico
(748,25 pg.g), 2,5 DHBA (558,52 nug.g'), 3,4 DHB (315,94 ug.g!) e acido cafeico (249,40
pg.gh).

O 4cido clorogénico (CGA) foi o maior composto encontrado na borra de café¢ (CG)
quando aplicado enzima como assistente de extragdo (AE), seguido da extracdo com ultrassom
(AU) e da combinagao dos métodos (AUE); e o terceiro maior composto na pelicula prateada
(CS) em AUE, seguido das extragdes AU e AE. Ramon-Gongalves e seus colaboradores (2019)
também encontraram 4acido clorogénico em borra de café da espécie ardbica, na concentragdo
de 0,8 mg/g, um pouco abaixo do encontrado no presente trabalho, utilizando 4gua e etanol
como solventes, porém sem assistente de extracdo. J& Wen et al. (2019) observaram que a
utilizacdo do ultrassom como assistente de extragao aumentou significativamente a recuperagao
de polifendis na pelicula prateada, especialmente do acido clorogénico e seus derivados. Apesar
de estudos envolvendo auxiliadores de extra¢do serem ainda escassos em matrizes como borra
de café e pelicula prateada na literatura, Hai ef al. (2016) demonstraram um aumento de 7,73%
no rendimento da extragdo de polifendis de folhas de chd verde em extracdo assistida por
enzimas celulases, corroborando com os resultados encontrados. O 4cido clorogénico possui
diversos isomeros, sendo o mais conhecido como 5-CQA, um dos acidos fenolicos mais
disponiveis em alimentos, principalmente em café e chas. O conjunto dos isdmeros ¢
denominado como ésteres hidroxil-cindmicos, e sdo consolidados na literatura por possuirem
expressivas atividades antioxidante, antiinflamatéria, anti-hipertensiva, antimicrobiana, com

acao contra bactérias, fungos e virus (NAVEED et al., 2018). Diversos vegetais produzem CGA



como metabdlito secundario, como cacau, maca, peras e¢ diversos chas, mas o café ¢ o fruto
com maior concentragao de CGA (CLIFFORD, 2000).

O é4cido caféico (acido 3,4-di-hidroxicinamico) foi o composto majoritirio em CG
quando aplicada a jun¢ao dos assistentes de extracao ultrassom e enzima (AUE), seguido por
AE e AU; e o quarto maior composto extraido para CS em AUE, seguido de AE e AU. O acido
cafeico ¢ conhecido por possuir elevada capacidade antioxidante, além de ser reportado por
Touaibia, Jean-Francgois € Doiron (2011) com propriedades anticancer, antiinflamatéria e anti-
HIV. Barbero-Lopez et al. (2020) visando analisar a atividade antifingica de extratos aquosos
de pelicula prateada em madeira, encontraram 0,09 mg g de 4cido cafeico, abaixo do
encontrado neste trabalho em CS com AUE (0,249 mg g!), demonstrando a eficiéncia de
extragcdo do 4cido cafeico na jun¢do dos auxiliadores de extragdo ultrassom e enzima.

Os acidos fenolicos 2,5-dehidroxibenzoico, 2,4-dehidroxibenzoico e 3.4-
dehidroxibenzoico foram identificados em quantidades significantes tanto em CG quanto em
CS. Dentre eles, o acido 2,5-DHBA foi o maior composto encontrado em CS em AUE e AE; e,
para CG, a maior extracdo do mesmo composto foi por AE. O 2,4-DHBA também foi extraido
em maior quantidade em CS e CG em AE. Estes compostos sdo isomeros do &cido di-
hidroxibenzoico, que em geral possuem um radical hidroxil ligado ao anel benzeno e podem
estar relacionados as melanoidinas do café (NUNES; COIMBRA, 2010). Eles sdo amplamente
conhecidos por suas atividades antioxidantes e antimicrobianas (MADUREIRA; PEREIRA;
PINTADO, 2016), com capacidade reguladora em diferentes estagios do metabolismo celular
das plantas (RICE, 1984). Mucciarelli et al. (2006) testaram diferentes concentragdes de 3,4-
dihidrobenzoico no tabaco (Nicotiana tabacum L.) e observaram que a maior concentragao
testada inibiu o crescimento dos tecidos foliares, impedindo o crescimento da planta e
afirmando a atividade alelopatica do composto.

Observando todos os compostos recuperados nos trés diferentes métodos de extracao,
verificou-se um aumento dos compostos quando AUE foi aplicado, seguido de AE e AU.
Entretanto, € possivel verificar que esta tendéncia varia entre os compostos extraidos, podendo
indicar que os fendlicos estdo em diferentes estruturas dentro das matrizes, sendo

diferentemente eficientes de acordo com o método de extragdo a ser utilizado.



5.2.1 Analise de componentes principais (PCA)

A andlise dos componentes principais da composicao fenolica individual, polifenois totais e capacidade antioxidante da borra de café (A)

e pelicula prateada (B) esta apresentada na Figura 8.

Figura 8 Andlise de componentes principais da composi¢do fendlica individual, polifendis totais e capacidade antioxidante da borra de café (A) e

pelicula prateada (B).
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Para compreender o conjunto de dados, a inter-relacdo e as diferengas na composicao
quimica dos residuos de café submetidos a diferentes métodos de extragdo, a andlise de
componentes principais (PCA) foi aplicada aos dados obtidos com base na composi¢ao fenolica
e capacidade antioxidante in vitro. O conjunto de dados das amostras revelou que 100% da
variabilidade total foi representada em dois componentes principais (PC1 x PC2) (Figura 8 A
e B). Na Figura 8 A, o PC1 explicou 69,61% da variabilidade dos dados, enquanto o PC2
explicou 30,39%. A analise multivariada revelou que a maioria dos compostos fendlicos
individuais  (luteolina, p-cumarico, 2,5-acido dihidroxibenzoico, 4&cido salicilico,
coniferaldeido, pinocembrim, 2,4-acido dihidroxibenzoico, acido galico, acido clorogénico,
naringina e rutina) separaram as amostras AE (CG) e AU (CG) em PCI. Em contraste, a
extracdo AUE (CGQG) foi separada em PC2 e mostrou uma forte associacdo com os polifenois
totais, atividade antioxidante (método ORAC e ABTS), e alguns polifenéis individuais, como
o0 acido caféico, acido benzdico, sinapaldeido, 3,4-acido dihidroxibenzoico, p-aminobenzoico,
acido siringico e acido ferulico.

Na Figura 8 B, o PC1 explicou 81,69% da variabilidade dos dados, enquanto 18,31%
dos dados foram explicados por PC2. A analise multivariada revelou uma forte associacao da
amostra AUE (CS) com a maioria dos compostos fendlicos individuais (naringina, acido
siringico, acido fertlico, p-Aminobenzoico, acido clorogénico, acido caféico, kaempferol,
acido sinaptico, 3,4-4cido dihidroxibenzoico, isoquercetrina, quercetina acido benzoico, acido
dihidroxibenzoico e siringaldeido) em PC1. No entanto, as amostras AU (CS) e AE (CS)
apresentam forte associagdo com os polifendis totais, atividade antioxidante (métodos DPPH e
ABTS), rutina, pinocembrim, coniferaldeido, acido galico, 2,4-4cido dihidroxibenzoico,
sinapaldeido, hesperidina, 4cido salicilico, p-cumadrico e luteolina em PC2.

Com base nos resultados obtidos na PCA, a abordagem multivariada revelou que o
método de extracdo aplicado nas amostras influenciou na extragcdo dos compostos fendlicos, e
consequentemente no agrupamento das amostras. Até onde sabemos, este estudo fornece as
primeiras informacdes sobre o potencial bioativo dos residuos obtidos do processamento do

café aplicando diferentes métodos de extragao.



5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados obtidos através da concentracao inibitdria minima (MIC) dos diferentes extratos
aquosos de borra de café (CG) e pelicula prateada (CS) sdo demonstrados na Tabela 6, para onze

bactérias Gram-negativas e seis bactérias Gram-positivas.

Tabela 6 Concentracdo minima inibitoria (MIC) de amostras de borra de café e pelicula prateada
obtidos por diferentes métodos de extragdo frente dezessete bactérias patogénicas

Borra de café (CG) Pelicula prateada (CS)
AU AE AUE AU AE AUE
Bacillus subtilis ATCC 9933 27,84 23,6 6,24 1998 17,77 6,6
Bacillus cereus ATCC 10876 27,84 23,6 6,24 19,98 17,77 6,6
Listeria monocytogenes ATCC7644
CCT7408 (produtora de biofilme)
Listeria ivanovii ATCC BAA 139 27,84 23,6 12,48 19,98 17,77 12,12
Listeria inocua ATCC 3399 27,84 23,6 12,48 19,98 17,77 12,12
Listeria monocytogenes ATCC
19111
Listeria monocytogenes Scott A 27,84 23,6 6,24 19,98 17,77 6,6
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - - - - -
Staphylococcus epidermidis ATCC
12228

Staphylococcus aureus Fri - - - - - -

Cepas

27,84 23,6 12,48 1998 17,77 12,12

27,84 23,6 12,48 1998 17,77 12,12

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Escherichia coli O157:H7 - - - - - -

Escherichia coli ATCC25922 - - - - - -

Salmonella typhimurium

ATCC14028

Salmonella enteretidis ATCC 13076 27,84 23,6 12,48 19,98 17,77 12,12

Salmonella abaetetuba ATCC
35640
Salmonella Heiderberg ATCC 8326 27,84 23,6 12,48 19,98 17,77 12,12

Os dados s@o expressos em pg/mL; (-): sem inibi¢do. AU: extracdo assistida por ultrassom; AE: extrag¢do assistida por
enzima; AUE: extracdo assistida por ultrassom e enzima.

27,84 23,6 6,24 19,98 17,77 6,6

27,84 23,6 12,48 1998 17,77 12,12

Bactérias Gram-negativas




De forma geral, os extratos estudados demonstraram atividade antibacteriana em ambas as
classes de bactérias testadas, tendo a atividade mais expressiva frente bactérias Gram-positivas. Esta
tendéncia ¢ comumente observada, tendo em vista que o acimulo dos acidos fendlicos na parede celular
dessa classe de bactérias ¢ facilitado pela presenca de membranas menos complexas e de mais facil
acesso quando comparada a Gram-negativa. Assim, ocorre a interagdo dos radicais hidroxila dos 4cidos
fenolicos com a membrana celular, gerando sua despolarizagdo e gradiente de pH. Este mecanismo
sugere a perda de contetido celular e diminuigdo de ATP, levando a morte celular (HELANDER et al,,
1998; LA STORIA et al, 2011; BOUARAB-CHIBANE et al, 2019). Apesar de elucidado na
literatura, alguns autores discutem a generalizagao dos compostos fendlicos possuirem maior atividade
antibacteriana na coloragdo Gram-positiva, uma vez que cada classe e composto fendlico age em
diferentes mecanismos. Neste ponto, ¢ de notorio conhecimento que as bactérias Gram-negativas sao
mais resistentes aos metabdlitos secundarios das plantas por possuirem uma parede celular ligada a
membrana externa, dificultando o acesso ¢ diminuindo a atividade; no entanto, alguns estudos vém
demonstrando que a estrutura externa destas bactérias pode ser alterada por alguns polifendis
(BOUARAB-CHIBANE et al., 2019; ZAMUZ et al., 2021).

Muitos dos compostos fenolicos encontrados nos extratos de borra de café (CG) e pelicula
prateada (CS) sdo conhecidos na literatura pela sua atividade antibacteriana. Dentre os mais estudados,
o acido clorogénico foi testado para diversas bactérias em diferentes trabalhos (SUN et al., 2020; LOU
etal., 2011; KARUNANIDHI et al., 2013; CAl et al., 2019). Lou et al. (2011) apresentaram resultados
de concentragao inibitoria minima (MIC) do 4cido clorogénico isolado em Bacillus subtilis (40 ug.mL"
D, Escherichia coli (80 ug.mL™) e Salmonella thiphimurium (40 ug.mL') e elucidaram que o
mecanismo de acdo da atividade antibacteriana do acido clorogénico ndo foi exclusivamente por
ruptura de membrana celular, mas pelo aumento irreversivel da permeabilidade da membrana,
permitindo a evasdo de compostos importantes para o metabolismo da bactéria, levando a morte. Ainda,
os resultados encontrados no presente estudo foram maiores que os resultados encontrados por Lou et
al. (2011), denotando ndo s6 a importancia do acido clorogénico para esta atividade, mas também a
sinergia com outros compostos fendlicos presentes. Também, em considerdvel concentracdo nos
extratos, tanto de CG quanto CS, o 4cido cafeico ¢ comumente conhecido na literatura por sua
expressiva atividade antibacteriana (KEPA et al., 2018; ARAUJO et al., 2019; PARK; KANG, 2021).
Kepa et al. (2018) sugeriram que o mecanismo de agdo deste acido fendlico € dado pela ruptura da
membrana celular das bactérias e interferéncia do metabolismo aerdbico. Ja Tyagi et al. (2015)
demonstraram a atividade do &cido cafeico isolado frente & Bacillus subtilis e Escherichia coli. Isto

pode indicar que, a presenca expressiva desses acidos nos extratos de CG e CS conferem, em sinergia



aos demais compostos identificados, e juntamente com os demais compostos comumente conhecidos
como antibacterianos nestas matrizes (como taninos e melanoidinas), foram os responsaveis pela alta
capacidade antibacteriana encontrada frente a maioria das cepas testadas.

Nenhum dos extratos testados neste trabalho apresentou atividade frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, ainda que diversos autores
tenham elucidado a atividade antibacteriana de acidos fenolicos, como acido clorogénico e acido
cafeico, frente a estes microrganismos patogenos (KEPA et al., 2018; LEE; LEE, 2018; KOSTIC et
al., 2020). Liu et al. (2014) esclarecem que estes microrganismos sdo altamente sensiveis e
dependentes do ferro, e possuem um mecanismo para extrair o ferro do hospedeiro, excretando os
chamados sideroforos. O acido 2,5-dihidroxibenzoico e 2,3-dihidroxibenzoico se assemelham
estruturalmente ao siderdforo bacteriano, auxiliando a captura de ferro para a bactéria no meio,
aumentando o crescimento destes organismos (LIU et al., 2014). Deste modo, o crescimento das cepas
das bactérias de género Staphylococcus e Escherichia ndo foi inibido por nenhum dos extratos testados,
pois ha uma alta concentragao dos compostos 2,5-DHBA, 2,4-DHBA ¢ 3,4-DHBA tanto para borra de
café quanto para pelicula prateada, que sdo estruturalmente muito parecidos, podendo contribuir na
absorcao de ferro por estes organismos, auxiliando sua resisténcia.

Dentre os diferentes extratos de borra de café e pelicula prateada, as extragdes AUE inibiram
de forma mais expressiva o crescimento das bactérias testadas, seguido dos extratos AE e AU.
Conforme visto nos ensaios anteriores, os compostos fendlicos estdo complexados nas macromoléculas
estruturais, principalmente em carboidratos como celulose, hemicelulose e lignina. A utilizacdo de
ultrassom como assistente de extragdo, através das ondas eletromagnéticas que geram a cavitagdo no
meio, € ocasionam o cisalhamento das estruturas mais complexas, gerou um resultado satisfatorio na
inibicdo do crescimento da maioria dos microrganismos testados. Com resultados mais relevantes, a
extra¢do enzimatica conseguiu melhor liberar os compostos bioativos comparado a extragdo AU, onde
a enzima, através da lise de ligacdes de hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio que naturalmente os
compostos fenolicos estdo ligados; e pela especificidade da enzima nas estruturas presentes nas
matrizes, contribuiu para a disponibilidade dos compostos com atividade antibacteriana nos extratos.

Diante do exposto, a técnica mais eficiente em relacdo as propriedades antibacterianas
apresentadas pelo seu extrato foi a juncdo do tratamento de ultrassom com posterior extragao
enzimatica; uma vez que o ultrassom atua como “pré-tratamento”, agindo na ruptura das estruturas
mais complexas e de dificil lise, como lignina e celulose para que, posteriormente, o tratamento

enzimatico tenha mais fécil acesso a estruturas especificas que ainda nao tenham sido desintegradas,



liberando de forma mais facilitada os demais compostos fendlicos (RUEGGER; TAUK, 2004;
REZENDE et al., 2021) e consequentemente contribua para esta atividade.

6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que os subprodutos do processamento do café
(Coffea arabica L.), borra de café e pelicula prateada, sao fontes de compostos fendlicos. As trés
metodologias de extragdo utilizadas foram efetivas na recupera¢ao dos compostos fenolicos nas duas
matrizes, obtendo extratos com elevadas atividades antioxidante e antibacteriana.

Foi observado, a partir da composi¢ao fendlica individual, que cada composto identificado deve
possuir particularidades e diferentes localizagdes na morfologia inicial do café, por serem obtidos em
diferentes rendimentos entre os métodos de extragdo aplicados. Dentre os compostos recuperados na
borra de café (CG), destacaram-se o acido clorogénico, o acido caféico, o acido 2,4-dihidroxibendmico
e 0 acido 2,5-dihidroxibendmico; enquanto para os extratos da pelicula prateada (CS) foram o acido
2,5-dihidroxibendémico, o 4cido 2,4-dihidroxibendmico, o 4&cido clorogénico e o 4cido 3,4-
dihidroxibendmico; sendo a melhor metodologia de extracdo, para a borra de café, a extragdo assistida
por enzimas e, para pelicula prateada, o método combinado. A andlise de componentes principais
mostrou que as amostras foram agrupadas de acordo com o método de extragdo empregado,
considerando a composicao bioativa. Todos os extratos mostraram eficiente capacidade de reduzir os
radicais livres nos diferentes métodos testados, bem como de inibir o crescimento bacteriano para
importantes microrganismos de colora¢des Gram-positivas e Gram-negativas. As atividades testadas,
antioxidante e antimicrobiana, tiveram resultados satisfatorios para todos os extratos e foi seguida a
mesma tendéncia da composi¢ao fenolica individual para a melhor extragdo. Os métodos de extragao
utilizados se mostraram excelentes alternativas para a extracdo de compostos fendlicos com alta
eficiéncia, especificidade e sustentabilidade, estando de acordo com a tendéncia atual de diminui¢do
de solventes ou técnicas que prejudicam o meio ambiente, bem como na vertente da economia circular.
Além disso, os subprodutos da cadeia produtiva do café gerados em grande quantidade, se mostram,
mais uma vez, fonte de compostos de alto valor agregado, podendo ser utilizados para inumeras
finalidades, como industria alimenticia, quimica e farmacéutica.

Ainda, demais estudos sdo sugeridos a fim de elucidar e ampliar as possibilidades de extracao,
aumentar a recupera¢do de compostos para posterior reutilizagdo destes subprodutos de forma

sustentdvel e segura, tais como citotoxicidade, andlise de outros compostos presentes por



cromatografia, ou metabolomica, e utilizacdo de outros tipos de enzimas - como proteases e lipases -

como auxiliadores de extracao.
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