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RESUMO

O café é um dos produtos agricolas de maior importancia no comércio mundial e
durante o processamento para a obtencéo da bebida é gerado um residuo chamado
borra de café, o qual vem sendo utilizado na agricultura doméstica, porém, com
pouca evidéncia cientifica da sua efetividade ou mesmo seguranca. O objetivo deste
trabalho € realizar a quantificacdo de fendis totais disponiveis e verificar a
capacidade antioxidante da borra do café, para melhor detalhar a composicéo deste
residuo e indicar outras formas de reaproveitamento. Os procedimentos
metodoldgicos utilizados nesta pesquisa consistiram em primeiramente armazenar a
borra proveniente do café comum retirado de uma residéncia. Os reagentes e
equipamentos foram fornecidos pelo Centro de Pesquisa em Ciéncias (CEPECI)
localizado na FEMA. Para obtencdo dos extratos acetbnicos seguiu-se a
metodologia previamente estabelecida por Palomino e Del Bianchi (2015), a
determinacdo de fendis totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu e a
determinacdo da capacidade antioxidante foi feita através do método de sequestro
de radicais livres (DPPH™"). Os resultados obtidos para determinacéo de fendis totais
presente na borra de café resultaram em 13,02 mg AG/g de residuo. O valor baixo
de fendis obtidos no residuo pode ser explicado pela adaptacdo na metodologia de
extracdo. Os resultados de DPPH* foram satisfatorios, sendo a porcentagem de
sequestro 39,74 £ 0,9707 na concentragdao 1:1000 mL e 61,97+ 1,1967 na
concentracdo 3:1000 mL mostrando que existe grande acdo antioxidante. O EC50
mostrou valores bons em ambas concentracbes, 1:1000 e 3:1000 mL
respectivamente, 16,63+0,2839 e 10,14+0,3514 mg/L. Conclui-se que a borra tem
viabilidade para ser reutilizada como um subproduto, principalmente na éarea
farmacéutica.

Palavras Chave: Fenois; Café; Residuos.



ABSTRATC

Coffee is one of the most important agricultural products in the world trade and
during the processing of obtaining the coffee beverage is generated a residue called
coffee grounds, which has been used in domestic agriculture, but with a few scientific
evidence of its effectiveness or even security. The objective of this work is to quantify
available total phenols and to verify the antioxidant capacity of the coffee grounds, to
better describe the composition of this residue and indicate better ways of reuse. The
methodological procedures used in this research consisted in first storing the coffee
grounds from the common coffee made at home. The reagents and equipment were
provided by the Center for Science Research (CEPECI) located at FEMA. In order to
obtain the acetone extracts, the methodology was previously established by
Palomino and Del Bianchi (2015). The determination of total phenols was performed
by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant capacity determination was done
using the free radical sequestration method (DPPH+). The results obtained for
determination of total phenols present in the coffee grounds resulted in 13.02
mgAG/g of residue. The low value of phenols obtained in the residue can be
explained by the adaptation in the extraction methodology. The results of DPPH +
were satisfactory, with the percentage of sequestration being 39.74 + 0.9707 at a
concentration of 1: 1000 mL and 61.97 + 1.1967 at a concentration of 3: 1000 mL
showing that there is great antioxidant action. The EC50 showed good values at both
concentrations, 1: 1000 and 3: 1000 mL respectively, 16.63 + 0.2839 and 10.14 +
0.3514 mg / L. It is concluded that the coffee grounds has viability to be reused as a
by-product, mainly in the pharmaceutical area.

Keywords: Phenols; Coffee; Residues.
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1 INTRODUCAO

As industrias agroalimentares produzem anualmente grandes quantidades de
residuos, cuja valorizacdo € minima ou nula. Atualmente sabe-se que apenas uma
pequena parte é reaproveitada para a alimentacdo direta de animais ou para
compostagem. Tendo em conta que esses residuos contém importantes teores de
nutrientes e de compostos bioativos, varios estudos mostram vias alternativas de
aproveitamento desses subprodutos, nomeadamente para a indastria farmacéutica.
Esta estratégia de gestédo de residuos, além de valorizar fortemente um subproduto,
diminui consideravelmente a carga poluente resultante da atividade agroindustrial
(BOND; MORRISON-SAUNDERS, 2011).

A qualidade, a seguranca e a conformidade ambiental sdo fatores decisivos para a
aquisicdo dos subprodutos, assim os produtores tém de responder a estas novas
exigéncias do consumidor, aumentando a sustentabilidade dos processos que deve
repercutir na reducéo de custos/aumento de receita (SANTOS, 2016).

7

O café é um dos produtos agricolas de maior importancia no comércio mundial,
sendo majoritariamente produzido nas regifes tropicais e consumido,
principalmente, na Europa e Estados Unidos da América (ANTONIO, 2008). A
producdo mundial de café no ano-safra 2017/18 esta estimada provisoriamente em
158,78 milhdes de sacas de 60kg e o consumo mundial de café previsto para esse
periodo é de 157,59 milhdes de sacas. Caso essas estimativas sejam confirmadas,
os volumes de producdo e consumo para este ano-safra baterdo recordes histéricos
do mercado de café no mundo. O volume de producédo deste ano-safra foi 0,7%
superior ao volume do ano-safra 2016/17, que foi de 157,69 milhdes de sacas, e,
nesse mesmo periodo, o consumo teve aumento de 1,6% (ABIC, 2018). Ao
consumo elevado de café encontra-se associado a producao de residuos de baixo

valor.

Estudos realizados evidenciaram gque somente 6% da colheita de café é utilizada na
preparacdo da bebida. Os restantes 94% correspondem a residuos (MATOS, 2003)
sendo, a maioria, originada durante o processo de producao do café decorrentes da
lavagem e despolpa do fruto do cafeeiro. Estes residuos incluem a polpa, a casca, a
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mucilagem e a agua residual. No processo de obtencéo da bebida de café é gerado,
um segundo residuo, a borra de café (SANTOS, 2016).

7

A utilizacdo de borras de café na agricultura doméstica € uma prética muito
mencionada, mas existe pouca evidéncia cientifica da sua efetividade ou mesmo
seguranca. Atualmente, ndo ha referéncia a nenhum estudo detalhado do efeito da
aplicacdo das borras de café na cosmeética, em formulacdes de cremes, ou areas
afins. Sendo esta uma excelente fonte de compostos bioativos com reconhecidas
propriedades biologicas, é importante dar um destino sustentavel a este residuo
organico de forma a reduzir o seu impacto ambiental e de certa forma melhorar o
ecossistema agricola (SANTOS, 2016).

Com o intuito de suprir esta falta de informacdo cientifica, procurou-se, neste
trabalho, realizar a quantificacdo de fendis totais disponivel e verificar a capacidade
antioxidante da borra do café de um modo geral, assim para melhor detalhar a

composicao deste residuo e indicar melhores formas de reaproveitamento.
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2 HISTORIA E ORIGEM DO CAFE

Ndo ha evidéncia real sobre a descoberta do café, mas h& muitas lendas que
relatam sua possivel origem. Uma das mais aceitas e divulgadas é a do pastor Kaldi,
que viveu na Absinia, hoje Etidpia, ha cerca de mil anos. Ela conta que Kaldi,
observando suas cabras, notou que elas ficavam alegres e saltitantes e que esta
energia extra se evidenciava sempre que mastigavam os frutos de coloracao
amarelo avermelhada dos arbustos existentes em alguns campos de pastoreio
(BRASITALIA, 2018).

O pastor notou que as frutas eram fonte de alegria e motivacdo, e somente com a
ajuda delas o rebanho conseguia caminhar por varios quildbmetros por subidas
infindaveis. Kaldi comentou sobre o comportamento dos animais a um monge da
regido, que decidiu experimentar o poder dos frutos. O monge apanhou um pouco
das frutas e levou consigo até o monastério. Ele comecou a utilizar os frutos na
forma de infusdo, percebendo que a bebida o ajudava a resistir ao sono enquanto

orava ou em suas longas horas de leitura do breviario (BRASITALIA, 2018).

O nome tem origem na palavra arabe gahwa e quer dizer vinho. Por isso, quando
chegou a Europa, no século XlIV, o café era conhecido como “vinho da Arabia”. A
grande demanda dos europeus pelo novo produto fez o plantio de café expandir-se e
chegar ao Novo Mundo. Colonizadores europeus levaram-no a Cuba, Guianas,
Porto Rico, Sdo Domingos e Suriname. Da Guiana Francesa, o café chegou ao norte
do Brasil (RUIZ, 2005).

Devido as nossas condi¢es climaticas, o cultivo de café se espalhou rapidamente,
com producgdo voltada para o mercado doméstico. Em sua trajetéria pelo Brasil o
café passou pelo Maranhdo, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Minas
Gerais. Num espaco de tempo relativamente curto, o café passou de uma posi¢cao
relativamente secundaria para a de produto-base da economia brasileira.
Desenvolveu-se com total independéncia, ou seja, apenas com recursos hacionais,
sendo, afinal, a primeira realizacdo exclusivamente brasileira que visou a producéo
de riquezas (BRASITALIA, 2018).
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Da producéo inicial, exclusiva para o mercado doméstico, o café tornou-se base da
economia brasileira. E ja no final do século 18, o Brasil comecou a exportar o
produto. A cafeicultura trouxe imigrantes para o pais, expandiu a classe média
brasileira, diversificou investimentos e, até mesmo, intensificou movimentos culturais
(RUIZ, 2005).

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de café, sendo responsavel por 30%
do mercado internacional, volume equivalente a soma da producdo dos outros seis
maiores paises produtores. E também o segundo mercado consumidor, atras
somente dos Estados Unidos. As areas cafeeiras estdo concentradas no centro-sul
do pais, onde se destacam quatro estados produtores: Minas Gerais, Sao Paulo,
Espirito Santo e Parana. A regido Nordeste também tem plantac6es na Bahia, e da
regido Norte pode-se destacar Rondbnia. A producdo de café ardbica se concentra
em S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Bahia e parte do Espirito Santo, enquanto o
café robusta € plantado principalmente no Espirito Santo e Rondénia (BRASITALIA,
2018).
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3 COMPOSICAO DOS GRAOS

O café do ponto de vista quimico é uma das bebidas mais complexas, esta
complexidade ndo esta apenas relacionada a grande quantidade de compostos
quimicos encontrados no grdo de café verde, mas também devido as diversas
transformacdes que estes compostos irdo sofrem durante o processamento do gréo
até a extragdo do café, originando uma ampla diversidade de estruturas
diversificadas (ROMERO, 2017).

A Tabela 1 mostra os principais componentes encontrados em duas espécies de

café: arabica e canephora.

COMPONENTES Coffea arabica Coffea canephora
Cafeina 0,6-1,5 22-28
Trigonelina 1,0 0,7
Acido clorogénico (ACG) 52-6,4 55-7,2
Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico 0,7-1,0 1,4-25
Acido O-feruoilquinico 0,3-0,5 05-15
Outros acidos organicos ~2,0 ~2,0
Sacarose e outros agucares redutores 53-9,3 3,7-71
Flavana 9,0-13,0 6,0 - 8,0
Manana 25,0 - 30,0 19,0-22,0
Galactano 4,0-6,0 10,0 - 14,0
Outros polissacaridios 8,0-10,0 8,0-10,0
Aminoacidos livres 04-24 0,8-0,9
Proteinas ~12,4 ~12,0
Kahweol 0,7-11 -
Acidos gordos 10,0 -14,0 8,0-10,0
Outros lipidios ~2,0 ~4,0
Mineral ~4,0 ~4,0
Total 91,0-114,0 86,0 — 107,0

Tabela 1: Principais componentes dos grdos de café verde (% m/m em base seca), (ROMERO, 2017,

p7).
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O fruto do café apresenta o exocarpo, mesocarpo e o endocarpo, este conhecido
como pergaminho, que envolve a semente. O mesocarpo externo, denominado
polpa, representa cerca de 29% do peso seco do fruto inteiro, sendo composto de
76% de agua, 10% de proteina, 2% de fibras, 8% de cinzas e 4% de extrato livre de
nitrogénio, os quais sdo representados pelos taninos, substancias pécticas,
acucares redutores e nao redutores, cafeina, acido clorogénico e acido caféico,
celulose, hemicelulose, lignina, aminoécidos, minerais como potassio, calcio, ferro,
sédio, magnésio e outros. A mucilagem que se situa ha parte no mesocarpo interno
e esta fortemente aderida ao pergaminho do grao € um sistema de hidro gel, sendo
guimicamente composta por agua, substancias pécticas, acucares redutores e
acidos organicos. A Figura 1 mostra o corte longitudinal de um gréo de café (MELO
EL HALLAL, 2008).

Exocam\(Casca) Endgcarpo (Pergaminho)

Mesocarpo externo Mesocarpo intemo

Figura 1: Corte longitudinal de um grédo de café, (MELO EL HALLAL, 2006, p 14).
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4 PROCESSAMENTO DO CAFE

As cerejas do café sdo processadas de duas maneiras diferentes para que se
obtenha o café verde: processo seco e umido. O processo seco € mais simples
tecnologicamente e € mais utilizado para o café robusta. Neste processamento os

graos sao secos ao sol e depois descascados (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Ja no processo Umido, mais utilizado para o café arabica, os grdos maduros e
verdes sdo separados pela imersdo em agua, observando que os grdos maduros se
afundam enquanto os grdos verdes permanecem na superficie. Este processo
envolve diversas etapas incluindo fermentagdo microbiana, o que concede ao café
melhores qualidades aromaticas. Logo depois, polpa e pele sdo separadas por
moagem (MURTHY; NADU, 2012).

A torrefacdo € um processo no qual o café sofre diversas modificacbes tanto
quimicas como fisicas, este processo complexo expde o café a uma temperatura de
até 300°C, formando-se os compostos volateis de grande importancia para o sabor e
aroma do café (TOLEDO; PEZZA; TOCI, 2016). Também envolve reacdes de
Mailard, Streckler, pirélise e hidrélise, durante as quais aminoacidos, acucares,
trigonelina e &cidos clorogénicos sdo convertidos em furanos, pirazinas, piridinas e

outros compostos azotados e sulfurados (ROMERO, 2017).

O processamento desde a colheita do café até chegar nas casas para o preparo da

bebida pode ser melhor visualizado no fluxograma apresentado na figura 2.
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Figura 2: Fluxograma de obtenc&o do café, subprodutos e residuos, (DURAN, 2016, p 122).

Um dos grandes desafios na torra de café é o de se conseguir preservar ao maximo
aqueles que denominamos de acucares majoritarios (sacarose, frutose e glicose). A
etapa de maior importancia para se trabalhar os acucares € aquela em que ha o
predominio das Reacdes de Maillard, um impressionante conjunto de reacfes
envolvendo quebra, rearranjo e formacdo de moléculas de aminoacidos e acucares
entre outros, (TRAVELER, 2016).

As etapas deste conjunto de reacfes sdo mostradas na figura 3.
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Figura 3 — Etapas da Reac¢éo de Maillard, (BOBBIO; BOBBIO, 1995, p 48).

A reacédo de “Maillard” ocorre entre 1 grupamento carbonila do agucar ou da gordura
e o grupamento NHz do aminoacido, em meio preferencialmente alcalino, na
presenca de agua e calor. Ocorre complexacdo do acucar com o0 aminoacido,
formando uma base, o que acelera a reacéo formando imediatamente um composto
mais estavel, ciclico que é a glicosamina N-substituida. Esta recebe prétons e os
doa. Devido a isomerizagcéo recebe o nome de rearranjamento de Amadori levando a
1- amino- 1- deoxi- 2- celulose- N- substituida. Na fase posterior, ha desprendimento
de CO:2 (aroma) e formacdo de redutonas e de hidroximetilfurfural, (BOBBIO;
BOBBIO, 1995).
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5 INDUSTRIA DO CAFE: RESIDUOS E SUBPRODUTOS

Ressalta-se que a cafeicultura brasileira € uma das mais exigentes do mundo em
relacdo a questdes sociais e ambientais, havendo uma preocupacao em garantir a
producdo de um café sustentavel. A atividade cafeeira € desenvolvida com base em
rigidas legislagbes trabalhistas e ambientais. S&o leis que respeitam a
biodiversidade e todas as pessoas envolvidas na cafeicultura e pune rigorosamente
qualquer tipo de trabalho escravo e/ou infantil nas lavouras. As leis brasileiras estao

entre as mais rigorosas entre os paises produtores de café (MAPA, 2017).

Segundo dados do 4° Levantamento da Safra de Café de 2016, da Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab), a safra brasileira alcancou 51,37 milhdes de
sacas de 60 kg de café beneficiado, sendo os principais estados produtores: Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondbnia, Parana, Rio de Janeiro, Goias e
Mato Grosso, que correspondem por cerca de 98,6% da producao nacional (MAPA,
2017).

Durante o processamento do café ndo se utiliza cerca de 50% do fruto na
comercializacdo, sendo assim, eliminados no processo resultando em residuos.
Devido a grande quantidade gerada é interessante buscar maneiras de aplicacdo
para os mesmos. Nos ultimos anos vem sendo estudado as possiveis maneiras de
reutilizacdo dos residuos ja que o seu descarte no meio ambiente causa problemas
de poluicdo. Os produtos agroindustriais sdo boas fontes de compostos fendlicos e

tem sido utilizado como fontes antioxidante naturais (DIAS, 2016).

5.1. POLPA E CASCA DO CAFE

O primeiro subproduto a ser obtido durante o processamento do café € a polpa que
representa cerca de 29% do peso seco de toda a baga. Ela é obtida durante o
processamento Uumido do café e a cada duas toneladas de p6 produzidos € obtido
uma tonelada de polpa, a qual, é rica em carboidratos, proteinas e minerais, dentre o

qual o potassio € um dos principais, e contém quantidades consideraveis de taninos,
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polifendis e cafeina (DIAS, 2016). A porcentagem dos componentes organicos
presente na polpa do café (peso seco) € de: taninos 1,80-8,56%, substancias
pécticas 6,5%, acucares redutores 12,4%, acucares ndo redutores 2,0%, cafeina
1,3%, acido clorogénico 2,6% e acido caféico 1,6% (ROMERO, 2017).

As cascas de café processadas a seco tém um conteudo de umidade entre 7% a
18%, dependendo das condicGes de processamento e armazenamento. Valores

médios para a composi¢cado quimica de cascas de café sdo apresentados na tabela 2

a sequir.
Cascas de café Polpa de café
(processo seco) (processo umido)
Proteina 8-11 4-12
Lipidios 05-3 1-2
Minerais 3-7 6-10
Hidratos de carbono 58 — 85 45 - 89
Cafeina ~1 ~1
Taninos ~5 1-9

Tabela 2: Composi¢éo quimica de cascas e polpa de café obtido em processo seco e umido,
(ROMERO, 2017, p 13).

5.2. BORRAS DE CAFE

7

Outro residuo gerado do café é a borra. Tanto no cotidiano das casas ou nas
industrias de café sollvel, este é resultado da extracdo da bebida do grdo do café
torrado e moido. A borra do café € composta principalmente por sélidos insoltveis e
uma alta quantidade de agua. Como a quantidade de producdo deste residuo é
muito grande, se faz necessario a elaboracdo de planos de gestdo adequados
(ROMERO, 2017).

A composicao deste subproduto é de interesse alimentar e industrial, devido a teores
razoaveis de N, P, K e ao grande percentual de matéria organica. Neste contexto a
borra tem grande potencial para ser utilizada como adubo organico ou até mesmo
para corrigir solos (BRITO, 2013).

Sua composicéo € interessante para diversas areas de pesquisa. Por exemplo, a

guantidade rica de acucares presente no residuo tem levado ao estudo de producéo
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de bioetanol com recuperacdo de acidos Clorogénicos ou para a producdo de
acucares. Por outro ponto de vista, a quantidade de compostos fendlicos presente
nas borras e suas diversas maneiras de extracédo, tem levado a estudos, para a
reutilizacdo até mesmo da borra na area de cosméticos e 0s extratos fendlicos
devido a acao antioxidante (ROMERO, 2017).

Um dos componentes da borra de café é a cafeina que é utilizada em tratamentos
para a celulite, através da eliminacdo da regeneracdo celular e da circulacao
sanguinea, bem como, no rejuvenescimento e revitalizacdo da pele (SANTOS,
2016).

5.2.1 Esterilizacdo da Borra

Dependendo para quais fins a borra € utilizada, principalmente na area cosmeética,
ela deve passar por um processo de esterilizacdo. Seu alto teor de umidade faz com
que ela degrade rapidamente por acdo de fungos e bactérias, podendo assim
prejudicar o produto no qual poderé ser adicionado como em cremes, sabonetes ou
diminuir seu tempo de armazenamento para utilizacdo futura, perdendo também sua
capacidade antioxidante (SANTOS, 2016).

A borra pode ser submetida a um processo de esterilizacdo por autoclave, a 150°C
durante 15 minutos, para assim deixar o material mais puro e livre de bactérias
(SANTOS, 2016).
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Nos ultimos anos, os estudos sobre o café mostraram que ele pode ser reconhecido

como uma fonte ampla de antioxidantes, e cada vez mais o0s estudos provam e

reforcam o seu potencial de promocdo da saude dos consumidores regulares. A

tabela abaixo nos mostra os principais compostos bioativos presentes no café

(ROMERO, 2017).

Composto

Sinonimo
(Nimero CAS)

Estrutura quimica

Acido Clorogénico
CIGHIBO9

Acido Cafeico C.H:0,

Cafeina
CSH10N902

Trigonelina
C,H,NO.

5-o0-acido
cafeoilguinico
(327-97-9)

Acido 3.4-
dihidroxicinamico
(231-39-5)

Metilteobromina
(58-08-2)

Cafearina
(535-83-1)
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Tabela 3: Designacéao e estruturas quimicas dos principais compostos bioativos do café, (ROMERO,

2017, p 16).
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6.1 AGENTES ANTIOXIDANTES

Antioxidantes séo substancias que podem atrasar ou extinguir a oxidagao de lipidios
ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das reacfes em cadeia de
oxidacéo, (DEGASPARI et al, 2004).

Os agentes oxidantes ou radicais livres sdo moléculas altamente instaveis por nao
possuirem um numero par de elétrons na ultima camada eletrbnica. Estdo sempre
buscando atingir a estabilidade travando reacdes quimicas de oxi-reducdo com
células vizinhas. Sdo fundamentais para a saude, mas quando em excesso, 0S
radicais livres passam a agredir e oxidar células saudaveis, proteinas, lipidios e até
o proprio DNA (ECYCLE, 2015).

O constante atague a estas células leva a destruicdo dos &cidos graxos poli-
insaturados que compéem as membranas celulares, este processo é chamado de
peroxidacgéo lipidica. A intensificacdo deste processo esta diretamente associada ao
desenvolvimento de algumas doencas cronicas como obesidade, diabetes,
hipertensdo e outras doencas que sdo degenerativas, Alzheimer e o Parkinson, e
alguns tipos de cancer (ECYCLE, 2015).

Os antioxidantes sdo importantes por serem capazes de combater esse ataque as
células provocados pelos radicais livres. Nosso organismo naturalmente ja produz
certa quantidade de antioxidantes, chamamos de sistema enzimético enddgeno,
mas nem sempre € suficiente. Para estabelecer um equilibrio, utiliza-se de um
segundo sistema que é o0 sistema nao-enzimatico exdgeno, que se trata dos
antioxidantes presentes nos alimentos ingeridos. Com o passar dos anos, devido ao
envelhecimento, o sistema enddgeno é reduzido, assim o sistema exdgeno deve ser
intensificado com uma dieta rica em alimentos com o0s compostos fendlicos

(ECYCLE, 2015).

Devido a propriedade de oxido-redugédo, os compostos fenolicos tém atividade
antioxidante, que pode desempenhar um importante papel na absorcdo e
neutralizagcdo de radicais livres, quelando o oxigénio triplete ou singlete ou
decompondo peroxidos (DEGASPARI et al, 2004).

Estes compostos podem ser divididos em duas categorias: 0S enzimaticos, que

fazem parte do nosso sistema de defesa antioxidante endégeno e sdo enzimas que
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sequestram e neutralizam as espécies reativas de oxigénio (ROS), e os nao
enzimaticos, que sdo moléculas organicas ou elementos minerais provenientes da
dieta ou dos nossos processos metabdlicos, que interagem com as ROS, ou com 0s
compostos que intervém na sua formacao, transformando-os em moléculas mais
estaveis e portanto com menos tendéncia para provocar a oxidacdo das

biomoléculas (ROMERO, 2017). A figura 4 mostra os dois grupos de antioxidantes:

ANTIOXIDANTES
, }
Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes nio enzimaticos
P \ 7
Minerais ¢ » Vitaminas
Zinco e selémio Vitamina A.
( Enzimas primaria ) ¢ vitamima G ¢
ns Tnarms
vitapuna E
SOD, catalase, p : /
glutationa peroxidase Carotenodides 4
\ / p-caroteno, licopeno  [*=—1-* Polifenois
¢ luteina, ‘
J
p .
Enzimas secundarias i
Glutationa redutase , Antioxidantes de Py
. Rk baixo peso Antioxidantes de
glucose-.6-fesfato, —e elevado peso
desidrogenase ‘ m"l'?“l‘" Pt
- J Glutationa, acido unco, Inolecular
organosulfurados Albumina, ferntina

\ e ceruloplasmin

Figura 4: Classificagdo dos antioxidantes, (ROMERO, 2017, p 17).

A funcdo dos antioxidantes é capturar os radicais livres e fazer com que essas
moléculas ndo figuem soltas no organismo danificando as células. Com isso,
previnem as doencas que sdo causadas por esses danos celulares, além de
melhorarem a satde do sistema imunoldgico (SA, 2015).

Os compostos bioativos séo capazes de inibir ou retardar a oxidagao por inativagéo
de radicais livres gracas a doacdo de atomos de hidrogénio ou de elétrons, o que
transforma os radicais em substancias estaveis. Os antioxidantes secundarios
apresentam uma grande variedade de modos de ac¢ao: ligacdo de ions metalicos,
alteracdo de valéncia, conversdo de hidroperoxidos em espécies ndo-radicais ou
absorcao de radiagao ultravioleta (NEPLAME, 2018).
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A figura abaixo (figura 5 ) mostra a reacao inicial entre o radical livre DPPH e o

antioxidante:

NO, NO,

Figura 5 — Reacao genérica entre o radical livre DPPH e o antioxidante (REZENDE, 2010, p 6).

Depois que um radical livre é estabilizado, o antioxidante responsavel por essa
estabilidade, consequentemente também vira um radical, sé que este é altamente
estavel. Essa propriedade ocorre porque os elétrons do anel benzénico realizam
ressonancia, dando estabilidade para o carbono ligado ao grupo OH, enquanto se
forma o radical fenéxido, (FOGACA, 2018). A ressonancia do anel é apontada na

figura 6.

O-—H 0 0 0O 0

L J§ 1 I

BENAEA e

.

Figura 6 — Ressonancia do Anel na Estabilizacdo do Fenol, (adaptado de Silva et al, 2014, p 59).

6.1.1 Acido Clorogénico

Os compostos fendlicos predominantemente encontrados em graos de café verde
correspondem a &cidos Clorogénico (ACG), cerca de 12% de sdlidos. Também
conhecido como &cidos cinamoilquinicos, estes derivados de acidos sdo uma familia

de ésteres formados entre acido quinico e um ou mais acidos cinamicos (acido
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caféico, ferulico e p- couméarico) (ROMERO, 2017). Na figura 7 podemos observar os

principais acidos clorogénicos encontrados no café:

OH
OH

8 OH OH

H OH OH o J
HOOC /X7 OH OH X

OH 0 HOOCM\O ! HOOC OH
OH OH O OH OH

acido 3-O-cafeoilquinico acido 4 .O-cafeoilquinico acido 5.0-cafeoilquinico

OCH, OH
OH OH
HOOC /7" OH O’ OH
OH 0O o OH
0 O ‘
Hooc,m‘o
acido 3-feruloilquinico

acido 4 5.dicafeoilquinico

Figura 7: Acidos clorogénicos importantes no café, (TSUKUI, 2018, p 1).

Café é uma das bebidas mais consumidas no mundo sendo seus polifendis quase
que inteiramente acido Clorogénico, fornecendo de 0,5 a 1,0 g por dia de acidos
hidroxindmicos aos consumidores de café. Um litro de café fornece de 500 a 800 mg
de &cido Clorogénico, o que corresponde a 250 a 400 mg de &cido caféico. Mais de
50 % dos americanos consomem café e a média per capita € de duas xicaras por
dia (GARAMBONE et al, 2007).
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIAIS

Os residuos de café utilizados nessa pesquisa foram obtidos através do
armazenamento da borra do preparo de café comum, produzido em uma residéncia.
O padréo, acido Galico (AG) e os demais reagentes: 2,2 — difenil -1 — picril-hidrazil
(DPPH), o Folin-Ciocalteu, Acetona P.A, Agua Destilada, Metanol P.A e Bicarbonato
de Sddio foram fornecidos pelo Centro de Pesquisa em Ciéncias (CEPECI), assim
como todos os equipamentos: Estufa de circulagdo de ar MA 035 — MARCOM,
Dessecador, Estufa de Incubacdo 45°C MA 032/1, bomba a vacuo FISATOM 820,
balanca Analitica e as vidrarias: provetas, pipetas graduadas e volumétricas, balbes
volumétricos, espatula, bastdo de vidro, Becker, Erlenmeyer e todo o suporte técnico

para a realizacdo da presente pesquisa.

7.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ACETONICOS

Para ser utilizado, o residuo foi colocado na estufa de ar forcado a 55°C (Estufa de
circulacao de ar MA 035 — MARCOM), durante 20 horas e depois colocado em um
dessecador por 1 hora para que resfriasse.

Foi pesado 10g do residuo, adicionando-se 200mL de acetona-agua (80:20 v/v). As
amostras foram colocadas em frascos Erlenmeyer em uma Estufa incubadora a
40°C sendo agitada 3 vezes por 1 minuto em um intervalo de tempo de 10 minutos,
totalizando um tempo de 30 minutos na estufa. O sobrenadante foi filtrado com
auxilio do filtro a vacuo e reservado. O soélido restante foi submetido novamente ao
processo de extracdo. Apos realizado a segunda extracdo os dois sobrenadantes
foram colocados em um Unico recipiente e homogeneizados. Uma parte do
sobrenadante foi reservada para a determinacdo de fendis totais pelo método de
Folin-Ciocalteu e outra para a determinacdo da capacidade antioxidante através do

método de sequestro de radicais livres (DPPH™).
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7.3 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS PELO METODO FOLIN-
CIOCALTEU

Foi preparada previamente uma curva de calibragdo do acido galico (AG), tendo
como solucdo mae, 0,05 g AG — 500 mL de metanol. Partindo desta solugéo, foram
efetuadas diluicdes de 50 ug a 500 ug mL™*. A determinacédo de compostos fenélicos

totais foi realizada em triplicata para a amostra de extrato fendlico.

O extrato previamente preparado foi dissolvido em metanol, (1 mL — 100 mL), em um
baldo volumétrico. Uma aliquota de 100 uL desta ultima solucdo foi agitada com
500uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6mL de agua destilada durante 1 min;
passado este tempo, 2 mL de Na2COs3 a 15% foi adicionado a mistura e submetida a
agitacdo por 30s. A solucdo teve seu volume ajustado para 10 mL com agua
destilada. Ap6s 2 h, a absorbéncia das amostragens foram lidas a 750 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo, tendo como “branco” o metanol e todos os
reagentes sem o extrato. O teor de fenodis totais (FT) foi determinado pela
interposicdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo
construida e expressos como mg de EAG (equivalente de &cido galico) por g de

extrato.

7.4 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO
METODO DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES (DPPH")

Para a determinacdo do DPPH+ foi previamente preparada uma curva de calibragéao
do reagente, em que 2,4 mg do reagente foi dissolvido para 100 mL de metanol,
depois que a solucdo 60 pM foi devidamente preparada ficou armazenada em um
vidro do tipo ambar envelopado com papel aluminio para poder ser usado
posteriormente. A partir desta solucdo de 60 uM, foram feitas solu¢cdes de 10 mL
com concentragcdes que variaram de 10 uM a 50 pM. A leitura destas solugdes foi
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realizada em um ambiente escuro utilizando-se cubeta de quartzo em

espectrofotometro ajustado para 515 nm. O metanol foi empregado como branco.

Para determinagdo da atividade antioxidante utilizou o extrato previamente
preparado, no qual volumes de 1 e 3 mL foram diluidos para 1000 ml de metanol,
sendo baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) pelos
antioxidantes. Junto das amostras também foi preparada a solucdo controle que é
composta por metanol 50 %, acetona 70% e &gua destilada (40:40:20 vlv,

respectivamente).

A andlise foi realizada em triplicata, onde 0,1 mL de cada diluicdo do extrato e da
solucéo controle foi homogeneizado com 3,9 mL do radical DPPH. Apds repouso de
40 minutos em local completamente escuro, a leitura foi feita em espectrofotdmetro
com absorbéncia de 515 nm, utilizando metanol como branco, os valores foram
quantificados seguindo curva analitica previamente preparada, onde a absorbéancia
foi dividida pela metade para ser utilizada no célculo.

Os resultados da atividade antioxidante total (ATT), foi expresso como EC50(mg/L),
que se refere a quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% da quantidade
do radical DPPH inicial. Este valor é obtido a partir de uma segunda curva, que foi
feita com os resultados de %SRL das amostras, estes valores foram plotados no
eixo Y e as concentracbes no eixo X, gerando uma segunda equacdo da reta,
quando o calculo foi realizado as absorbancias foram divididas por 2 antes de
substituir o Y da equagéo.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS ACETONICOS

Foi utilizada a metodologia de extracdo previamente estabelecida por Palomino e

Del Bianchi (2015), com alteracdes.

8.2 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada em triplicata para o
extrato fendlico, empregando-se a metodologia descrita de Palomino e Del Bianchi
(2015). O método de Folin-Ciocalteu, € um dos mais utilizados para a determinacao
de fendlicos totais em alimentos e seus derivados. Consiste na reducdo dos acidos
fosfomolibdico-fosfotungstico por agentes redutores, como as hidroxilas fendlicas,
originando oOxidos azuis de tungsténio (WsO23) e de molibdénio (MosO23), um
complexo que absorve em Amax=760 nm, (REZENDE, 2010). Esta reducdo que
ocorre nos permite determinar a concentracdo de agentes redutores, que nao

necessariamente sao de natureza fendlica, (SOUSA et al, 2007).

A reacdo, ocorre em meio alcalino e a solucdo de Na2COs € a mais utilizada. O
grupo fendlico deve se encontrar na forma de fenolato, para os anions produzirem a
oxidacdo. Acontecendo a desprotonacdo dos compostos fendlicos com o padrao
acido gélico, em meio basico, se gera o anion carboxilado. A partir deste ponto,
ocorre uma reacdo de oxi-reducdo entre o anion e o reagente de Folin, na qual o
molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre reducdo e o meio reacional
muda de coloracdo amarela para azul, (REZENDE, 2010). A figura 8 nos mostra a

reacao do acido galico com o molibdénio.
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FIGURA 8 — Reacéo do Acido Galico com Molibdénio, componente do reagente do Folin-Ciocalteu,
(REZENDE, 2010, p 12).

Com o objetivo de expressar os resultados como equivalentes de acido galico (mg
de &cido galico/g de residuo), realizou-se uma curva de calibracdo com esse padréo

nas concentracdes de 50 a 500 ug mL~2. A figura 9 nos apresenta a curva.
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FIGURA 9 — Curva de Calibracédo Acido Galico

O extrato de borra de café (Agua/cetona 20:80) apresentou uma quantidade relativa

de teor de fendis totais como constata-se na tabela 4, a seguir:
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Amostra Abs Teor de Fenois totais
(760 nm) (mg AG g residuo)
Extrato Acetbnico Borra 0,029 16,56
(0,2 — 100 mL) 0,024 13,44
0,028 15,94
Média 0,027 15,31
Desvio Padréo 0,00216 1,348612

Tabela 4- Resultado da analise de fenois totais.

Os valores obtidos, se comparados aos encontrados no artigo de Palomino e Del
Bianch (2015), sdo muito menores, 0 que nos mostra que as adaptacdes realizadas
no meétodo de obtencdo do extrato fizeram com que a mesma néo fosse téo eficiente
guanto a original.

De acordo com Palomino e Del Bianch (2015), a maior parte dos compostos
fendlicos no café se da por &cidos clorogénicos e que a quantidade destes na borra
do café € zero. Segundo Farah e Donangelo (2006), os &cidos clorogénicos
possuem uma instabilidade térmica, podendo ser assim quase ou totalmente
degradados durante o processo de torrefacdo, essa degradacdo forma varios
derivados fendlicos, como por exemplo o &cido caféico.

Entdo a presenca de fendis totais neste residuo pode ser atribuida a outros
compostos fenodlicos derivados do acido clorogénico e até mesmo a outros
compostos de natureza ndo fendlica, como cafeina e trigonelina, como ja citado por
Esquivel e Jimenez (2012). Uma vez que o método de determinacéo Folin-Ciocalteu
ndo é de extrema precisdo e pode conter diversos interferentes, ja que outros
compostos podem estar também realizando a reducdo dos componentes do
reagente de Folin, e ndo exclusivamente as hidroxilas fenélicas como citado por
Sousa et al (2007).

8.3 DETERMINACAO DA CAPACIDADE  ANTIOXIDANTE POR

SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES (DPPHY)

A determinacéo da capacidade antioxidante por sequestro de radicais livres foi feita
seguindo a metodologia de Rufino et al (2007). O teste do DPPH (1,1-difenil-2-picril-
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hidrazil) € um método colorimétrico rapido e eficaz para estimar a atividade
antiradicalar. Este ensaio quimico € amplamente utilizado em pesquisas de
desenvolvimento de alimentos, cosméticos, farmacos dentre outros produtos com
uma intensa atividade antiradicalar, no isolamento de antioxidantes e para testar a
capacidade geral dos extratos de alimentos ou outros produtos e compostos puros
de absorcéo de radical. O radical DPPH é um composto organico estavel contendo
nitrogénio com uma forte absorgdo em Amax 517 nm e uma cor purpura escura.
Depois de reagir com compostos antioxidantes, ele € reduzido e a cor muda para
amarela, (REZENDE, 2010).

Para expressar os resultados da % de sequestro de radicais livres (%SRL), utilizou-
se um célculo entre a razdo da Abs da amostra(AbsA) e a Abs do Controle(AbsC).
Como mostra a equacéo abaixo:

% SRL = (1 — ( AbsA / AbsC) ) * 100.

Os resultados estao apresentados na tabela 5:

0,697 40,43
0,700 40,17 39,74 0,97075
0,1 ml 1:1000 0,718 38,63
0,432 63,08
0,460 60,68 61,97 1,1976
0,1 ml 3:1000 0,445 61,97
0,1 ml Solucdo Controle 1,170 0,0

TABELA 5 — Resultados da Porcentagem de Sequestro de Radicais livres (%SRL).

Apbs a leitura das amostras, para realizar a determinacdo do consumo em uM
DPPH, foi utilizada a equacdo da reta da curva de calibracdo previamente
preparada. No qual os valores das absorbancias foram divididos pela metade antes
de serem utilizados no célculo. A figura 10 mostra a curva de calibracéo.
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FIGURA 10 — Curva de Calibracao DPPH.

Os resultados encontrados em puM foram transformados para Mol e posteriormente
em g de DPPH, para ser utilizado em um quarto calculo, os valores estdo

apresentados na tabela 6.

0,697 0,3485 37,89 0,000037888 0,0149

0,700 0,3500 38,06 0,000038056 0,0150

0,1 ml 1:1000 0,718 0,3590 39,07 0,000039067 0,0154
0,432 0,2160 23,00 0,000023000 0,0091

0,460 0,2300 24,57 0,000024573 0,0097

0,1 ml 3:1000 0,445 0,2225 23,73 0,000023730 0,0094

0,1 mL Solucgéao

Controle 1,170 0,5850 64,46 0,000064461 0,0254

Tabela 6 — Resultados do consumo em MicroMol, Mol e g de DPPH.

Para calcular o EC50, que expressa a quantidade minima necessaria de um
composto para comecar a realizar atividade antioxidante de maneira a inibir 50% da

concentragéo inicial de DPPH presente, foi construida uma segunda curva linear
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com os valores da concentracdo do DPPH em pM no eixo X e as absorbancias das

amostras no eixo Y. Obtendo uma segunda equacao da reta para efetuar o calculo.

A figura 11 nos apresenta a curva para calculo do EC50.

1,400
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1,200 /.
1,000 0,700 [o.y
__ 0,800 0.697~ \
: 0,445 y y =0,02x+0,02
2 0600 445~ 0,460 R? = 1,00
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m L)
< 0,432—/
0,200
0,000
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

CONCENTRAGAO (UM/M DPPH)

FIGURA 11 — Curva para Célculo do EC50

70,0

Os valores da absorbancia ainda sao utilizados pela metade, os resultados

encontrados com a equacéao da reta, estdo expressos em mg/L como normalmente é

empregado e considerado, mas ainda assim foram transformados para g / L para um

altimo célculo de g de borra / g DPPH. Os resultados obtidos estdo apresentados na

tabela 7.

0,697 | 0,3485 16,43
0,700 | 0,3500 16,50
0,1 ml 1:1000 0,718 | 0,3590 16,95 16,63 0,2839
0,432 | 0,2160 9,80
0,460 | 0,2300 10,50
0,1 ml 3:1000 0,445 | 0,2225 10,13 10,14 0,3514

Tabela 7— Resultado EC50.
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Os ultimos célculos realizados levaram aos valores de g borra / g DPPH. Os

resultados estdo exibidos na tabela 8.

16,43 | 0,0164 |1:0994
16,50 | 0,0165 |1:0995
0,1mi1:1000 @ 16,95 | 0,0170 11003 1,0997 0,0005
9,80 | 0,0095  1:0806
10,50 | 0,0105 |1:0836
0,1mi3:1000 10,13 | 0,010 | 10820 1,0821 0,0015

TABELA 8 — Resultados de g de borra/ g DPPH.

Mesmo com a pouca eficiéncia de extracdo devido as adaptacdes feitas no método
de obtencdo do extrato fendlico, os valores encontrados de %SRL foram
significativos, uma vez que mesmo numa concentragdo mais diluida quase 50% dos
radicais foram sequestrados.

No caso do EC50, quanto menores forem os valores encontrados, melhor pode ser
visto a eficacia dos antioxidantes. J& que uma quantidade pequena contém grande
acdo antiradicalar. Os resultados obtidos foram satisfatorios, mostrando que

pequenas quantidades seriam necessarias para acontecer a acao antioxidante.
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9 CONCLUSAO

Sendo a borra do café um dos residuos mais gerados dentro da industria cafeeira, a
reversao deste residuo em um subproduto se mostra mais que necessaria, visando
tanto a parte econdmica, como também a parte ambiental, sendo que uma vez que
esta é reutilizada o seu descarte em aterros passa a ser menor, dando um controle

maior a poluicdo gerada pelas industrias.

Devido a sua capacidade antioxidante e sua granulometria fina, a borra pode ser
empregada tanto a fabricacdo de extratos fendlicos como também diretamente nos
cosmeéticos na forma em que se encontra, sua granulometria faz com que a borra
tenha uma acao esfoliante sobre a pele, assim sendo ira varrer as impurezas e pele
morta e seus componentes fendlicos completam o processo ajudando a proteger a

pele com os antioxidantes presentes.

Com base em todos os estudos levantados e apos a realizacdo das devidas andlises
e avaliacdo de seus resultados, mesmo com alguns interferentes, pode-se concluir
com base nesta pesquisa que a borra do café tem presenca de antioxidantes em
guantidades consideraveis para a sua reutilizacdo na industria cosmética

farmacéutica.
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