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Il Resumo

Este trabalho teve como objetivo a recuperacdo de compostos fendlicos
a partir de residuos da industria cafeeira e a avaliagcdo de sua capacidade
antioxidante. Os residuos (casca, polpa e borra de café) foram obtidos de
diferentes etapas do processamento industrial do café. Os extratos fendlicos foram
obtidos usando-se uma mistura de acetona e agua. O teor de compostos fendlicos
variou entre 72,88 e 159,50 mg AG g residuo. Mediante cromatografia liquida
de alta eficiéncia foi detectado e quantificado o acido clorogénico na casca e
na polpa de café. Foi avaliada a capacidade antioxidante dos extratos fendlicos,
verificando-se sua capacidade sequestrante de radicais DPPH e sua acéo
redutora sobre radicais peroxila. O residuo com maior capacidade antioxidante
foi a casca de café. Esses resultados sugerem a possibilidade de reutilizacao
dos residuos da industria do café para a obtencdo de compostos antioxidantes,
pois tais compostos tém inimeras aplicacées nas areas de alimentos, cosméticos
e farmacéutica.

Palavras-chave: Residuos de café; Compostos fendlicos; Acido clorogénico;
Radical livre DPPH; Radical peroxila.

I Summary

The aim of this study was to recover the phenolic compounds from coffee
industry residues and evaluate their antioxidant capacity. The residues (husk, pulp
and spent coffee) were obtained from different steps of the industrial processing
of coffee. The phenolic extracts were obtained using a mixture of acetone and
water and the phenolic compound contents ranged between 72.88 and 159.50 mg
GA g residue. Chlorogenic acid was detected and quantified in the coffee husk
and pulp by high performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant
capacity of the phenolic extracts was evaluated and they showed DPPH radical
scavenging ability and reducing action against peroxyl radicals. The residue with
the highest antioxidant capacity was the coffee husk. The results suggest the
possibility of reusing the coffee industry residues to obtain antioxidant compounds,
since these compounds have numerous applications in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries.

Key words: Coffee residues; Phenolic compounds; Chlorogenic acid, DPPH
free radical; Peroxyl radical.
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Il 1 Introducao

A exposicdo direta dos residuos gerados pela
agroindustria ao meio ambiente representa uma das
causas principais de poluicdo ambiental e também
significa uma perda de biomassa, que poderia ser
utilizada para a producéo ou recuperacao de diferentes
metabdlitos com valor comercial. Recentemente tem-se
incrementado o interesse na utilizacao eficiente dos
residuos agroindustriais, assim como na agregacao de
valor a eles (PANDEY et al., 2000; AJILA et al., 2011).
De fato, esses residuos podem ser uma fonte alternativa
de antioxidantes naturais, que sdo considerados seguros
quando comparados com 0s antioxidantes sintéticos
(MURTHY; NAIDU, 2012).

A industria cafeeira gera diferentes residuos,
dependendo do tipo de processamento e da etapa
do beneficiamento do grao. Existem dois métodos de
processamento industrial da cereja de café: a via seca e
a via Umida. Dependendo do método utilizado, seco ou
umido, os principais residuos recebem o nome de casca
e polpa, respectivamente (FAN et al., 2000; MURTHY;
NAIUDU, 2012). Mas as operacfes, que abrangem até
a produgéo de café sollvel, envolvem varios tipos de
residuos além dos mencionados, como o pergaminho, o
tegumento ou pelicula e a borra de café.

Estudos tém demonstrado a presenca de
compostos fendélicos na casca e na polpa de café.
Clifford e Ramirez-Martinez (1991) reportaram a presenca
de acidos clorogénicos, cafeina e acido protocatecuico
na polpa de café Arabica, Robusta e de dois de seus
hibridos. Ramirez-Coronel et al. (2004) encontraram
quatro classes principais de polifendis na polpa de café
Arabica: flavan 3-ois, acidos hidroxicinamicos, flavonois
e antocianidinas. A casca de café Arabica foi estudada
como fonte de antocianinas por Prata e Oliveira (2007).

A borra de café é um residuo com tamanho de
particula muito fino e altas umidade, carga orgéanica e
acidez, gerada durante a producéo de café instantaneo.
Cerca de 50% da producéo de café no mundo é usada
para o preparo de café soluvel, portanto, a borra de café é
gerada em grandes proporgdes, com uma producao anual
de 6 milhdes de toneladas. Um dos principais problemas
encontrados pela industria de café é a disposicéo desses
residuos, que até o momento inclui descarga no esgoto ou
nos aterros sanitarios, incineracao, alimentacéo do gado
e utilizacdo como enchimento e adsorvente em material
termofixo (RAMALAKSHMI et al., 2009; MUSSATTO et al.,
2011). Esse residuo contém cafeina, taninos e polifendis,
embora em menores quantidades que a casca e a
polpa (FAN et al., 2000). Atividades biolégicas tém sido
avaliadas nos extratos de borra de café, os quais tém
mostrado expressiva atividade antirradicalar, antioxidante
e antitumoral, embora apenas uma limitada acao
anti-inflamatéria e antialérgica (RAMALAKSHMI et al.,
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2009). Suas propriedades antioxidantes poderiam ser
consequéncia da presenca de cafgina, trigonelina e
acidos clorogénicos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Murthy e Naidu (2012) analisaram a polpa, a
casca, 0 tegumento e a borra de duas variedades
de café (Arabica e Robusta), concluindo que esses
residuos contém quantidades apreciaveis de compostos
bioativos com capacidade antioxidante e estabelecendo,
mediante analises de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), que o principal componente é o acido
clorogénico, presente em teores na faixa de 10-23%.

Visando estabelecer diferencas entre os residuos
gerados nos dois processos do beneficiamento do gréo
de café e também com o residuo final do processamento
de café soluvel, foi avaliado o teor de compostos fendlicos
nos extratos obtidos a partir desses residuos e estudadas
suas propriedades antioxidantes.

I 2 Material e métodos
2.1 Materiais

Os residuos de café utilizados nesta pesquisa
foram obtidos de diferentes processamentos da cereja
e do gréo de café da variedade Robusta. A casca de
café, que provém do processo seco da cereja, e a borra
de café, oriunda do processamento do gréo para a
obtencao do café soluvel, foram cedidas pela industria
Cocam, Companhia de Café Soluvel e Derivados
(Catanduva, S&o Paulo, Brasil). A polpa de café,
gerada na etapa de despolpagem do processo umido,
foi adquirida em uma fazenda cafeeira na Colémbia
(Timbio, Cauca). Os padrées: acido clorogénico (ACG),
rutina, quercetina, acido galico (AG) e os reagentes:
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), dicloridrato de 2,
2'-azobis(2-metilpropanimidamida) (AAPH) 97%, sal
trissédico do acido-8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfénico
(piranina) foram fornecidos pela Sigma (St. Louis, MO,
EUA). O reagente Folin-Ciocalteu grau analitico foi
fornecido pela Dinamica (Diadema, SP, Brasil). A acetona
grau analitico foi adquirida da Synth (Diadema, SP, Brasil).
Os solventes grau HPLC foram fornecidos pela J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA) e foi usada agua deionizada
purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA).

A solucéo do tampao fosfato salino (PBS) a pH 7,4 oi
preparada com a adic&o de 8 g de NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g
de Na,HPO, e 0,24 g KH,PO, em 1 L de agua.

2.2 Obtencao dos extratos acetdnicos

Foi utilizada a metodologia de extrac&o previamente
estabelecida por Palomino e Del Bianchi (2015). Antes
de serem utilizados, os residuos foram secos em estufa a
60 °C até obter-se peso constante, sendo posteriormente
triturados.

308



http://bjft.ital.sp.gov.br

Capacidade antioxidante em residuos da industria cafeeira
PALOMINO GARCIA, L. R.; DEL BIANCHI, V. L.

Pesaram-se 10 g de cada residuo, adicionando-se
200 mL de acetona-agua (80:20 v/v). As amostras foram
colocadas em frascos de Erlenmeyer em uma incubadora
Shaker (Lucadema, modelo LUCA-222) a 40 °C e 120 rpm
por 30 min. O sobrenadante foi filtrado e o material
sélido submetido a uma segunda extracdo com 200 mL
de solvente. A seguir juntaram-se 0s sobrenadantes,
centrifugando-os por 20 min a 5.000 rpm e 0 °C em uma
centrifuga (Hettich®, modelo Rotina 420R), filtrando-se
em seguida. Uma parte do sobrenadante foi reservada
para a determinacédo dos compostos fendlicos totais e a
outra, concentrada em evaporador rotatério (Tecnal Brasil,
modelo TE-211). A amostra resultante da concentracéo
foi ainda liofilizada em um liofilizador Liotop (Liobras,
modelo L101), para posterior armazenamento na forma
sélida antes de ser analisada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e avaliada sua capacidade antioxidante.

2.3 Determinacao de fenéis totais pelo método
Folin-Ciocalteu

A determinacdo de compostos fendlicos totais
foi realizada em ftriplicata para cada extrato fendlico,
empregando-se a metodologia descrita por Singleton
e Rossi (1965), com as modificacdes de Palomino et al.
(2009).

Com o objetivo de expressar os resultados como
equivalentes de acido gélico (mg de acido gélico/g de
residuo), realizou-se uma curva de calibracdo com esse
padr&o nas concentracdes de 50 a 500 ug mL-". Para cada
concentracéo, as analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A anélise cromatogréafica foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (analitico)
modelo LC-10AD (Shimadzu), acoplado a um detector
ultravioleta em arranjo de fotodiodos, modelo SPD-M10A
(Shimadzu), com sistema de aquisigdo e tratamento de
dados LCsolution (Shimadzu). Foi utilizada coluna tipo
octadecil silano (C,,), modelo LUNA (Phenomenex®)
de 250 mm x 4,6 mm d.i., com particulas de 5 um de
tamanho médio.

O método para a identificagcao dos principais
compostos fendlicos em residuos de café baseou-se
na metodologia exposta por Murthy e Naidu (2012)
com modificagdes. O sistema de eluicdo consistiu em
acetonitrila/agua (ACN/H,O 5:95 v/v) (solvente A) e
ACN/H,O (80:20 v/v) (solvente B), sendo as duas fases
acidificadas, respectivamente, com 0,035% e 0,025%
de &cido trifluoroacético (TFA). Foi utilizada eluicao
por gradiente, incrementando-se o solvente B de 0 a
20% em 20 min e atingindo-se 50% de B em 50 min.
A qguantificagdo do acido clorogénico foi realizada por
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meio do método de padrdo externo. A deteccao foi
realizada em & = 230 nm e 330 nm.

2.5 Determinacéo da capacidade antioxidante
através do método de sequestro de radicais
livres (DPPH’)

A avaliacdo da capacidade antioxidante foi
realizada segundo o método de Brand-Williams et al.
(1995) com algumas modificagbes. Aliquotas das
solugcdes estoque dos extratos foram diluidas em etanol
nas concentragdes de 10 a 400 ug mL-'. O decaimento
da absorbéancia das amostras depois de 30 minutos foi
medida a A = 515 nm. Foram avaliadas também solucdes
etandlicas dos padrbes rutina e quercetina, na faixa
de concentracédo de 0,4 a 8,0 ug mL™", para posterior
comparacéo da capacidade antioxidante. A capacidade
sequestradora do radical DPPH* foi calculada com a
Equacéo 1:

branco

% de DPPH'sequestrado = (Am”mA’f"‘“’S"a]x1OO (1)

é a absorbancia do controle e A a

amostra’

Em que A,
'ranco .
absorbancia em presenca do extrato fendlico.

Foi calculado o parametro CE,; (concentragéo
efetiva média), que representa a concentracéo de amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH".
O CE,, foi obtido através do grafico % DPPH" reduzido
versus concentragao.

2.6 Determinacao da capacidade antioxidante
avaliando-se a acao redutora sobre radicais
peroxila

A acao redutora dos extratos sobre radicais
peroxila foi avaliada segundo o método de Pino et al.
(2003) com modificagbes. Esse baseia-se no decaimento
da fluorescéncia da piranina quando submetida a
oxidacé&o por radicais peroxila.

A partir das solucbes estoque dos extratos
foram preparadas diferentes diluicdes etandlicas com
concentracdo de 1 a 40 yg mL~". Um volume de 150 uL
da solucéo do composto fluorescente piranina (5 pM) foi
incubado em placa preta de leitura de fluorescéncia, com
125 yL da solugdo de AAPH (40 uM) em PBS a 37 °C, na
auséncia ou presenca de 25 pL das solugdes dos extratos.
O decaimento da fluorescéncia da piranina foi monitorado
utilizando-se os comprimentos de onda de excitacéo
de 485 nm e de emissdo de 528 nm, em uma Leitora
de Microplacas Multideteccédo Synergy HT (BioTek).
A capacidade antioxidante foi avaliada em fungédo do
tempo de atraso no decaimento da fluorescéncia da
piranina, provocado pela presenca dos extratos. A leitura
foi realizada para cada concentracdo em ftriplicata e o
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controle da leitora foi feito com o software de andlises de
dados Gen5. O mesmo procedimento foi realizado com
as solucoes etandlicas do padrao acido galico, na faixa
de concentracdo de 0,5 a 50 yg mL-". Foram avaliados
dois controles, o controle branco, contendo piranina,
etanol e PBS, e o controle positivo, contendo piranina,
etanol e AAPH.

A porcentagem do radical peroxila sequestrado foi
calculada com a Equacéo 2:

Areaamostra - Areacontrole positivo

— Area

% Radical peroxila sequestrado = [A
rea,

]x']OO )

controle branco controle positivo

O CE,, foi obtido por meio do grafico de % Radical
peroxila sequestrado versus concentracao.

2.7 Analise estatistica

As anélises foram realizadas em ftriplicata.
Os dados amostrais foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey por meio do programa Statistica 7.0
(StatSoft Inc., Oklahoma, USA). Os tratamentos foram
considerados significativos para P < 0,05.

Il 3 Resultados e discussao
3.1 Compostos fenodlicos nos extratos

Os resfiduos de café estudados apresentaram
presenca de compostos fendlicos totais entre
72,88 e 159,50 mg AG g residuo (Tabela 1). O residuo
com maior teor de compostos fendlicos totais foi a casca
de café, apresentando também o maior contetdo de
acido clorogénico.

A polpa de café apresentou menor teor de
compostos fendlicos que a casca de café. Esse
resultado é esperado se se levar em consideracéo que,
no processamento por via seca, retira-se em conjunto,
mediante o descasque, a casca, a polpa e o pergaminho,
tudo em uma Unica etapa, e se da o nome de casca ao
residuo gerado. No entanto, no processamento por via
Umida, cada camada do gréo verde de café é removida
em diferentes etapas. Sendo assim, espera-se que o
residuo gerado no processamento seco seja mais rico
em compostos fendlicos, pois contém todas as partes
do fruto que envolvem a semente de café.

Nao foi detectado acido clorogénico na borra de
café, portanto a presenca de fendis totais nesse residuo
pode ser atribuida a outros compostos, como cafeina
e trigonelina, ja reportados no estudo de Esquivel e
Jiménez (2012). Segundo a literatura, na bebida de
café, os polifendis sdo quase que inteiramente acido
clorogénico, uma xicara da bebida (200 mL) pode conter
cerca de 20 a 675 mg de acido clorogénico (DE MARIA;
MOREIRA, 2004; GARAMBONE; ROSA, 2007). Dessa
forma, a auséncia do acido clorogénico na borra de café
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avaliada indica que 0 processamento do grao para a
obtencgdo de café soltuvel nao retirou o acido clorogénico
do café processado, garantindo que ele esteja presente
na bebida.

3.2 Capacidade antioxidante através do método de
sequestro de radicais livres (DPPH)

Por meio das leituras de absorbéncia para cada
amostra, os valores de % DPPH® reduzidos foram
calculados (Tabela 2) para obtencao dos valores de
CE,,. Varios testes foram realizados a fim de se avaliar o
intervalo de concentracdo adequado para cada extrato
atingir o valor de CE, . Para essa avaliagao considerou-se
que concentragbes maiores que 100 ug mL-' nos extratos
indicam baixa capacidade antioxidante. Assim, o extrato
da borra de café n&o atingiu o valor CE,, porque a maior
concentracdo avaliada (400 pg mL™") foi considerada
muito alta para atribuir-se a ela capacidade antioxidante.

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio do
grafico de % DPPH"* reduzido em fun¢éo da concentracéo
dos extratos. Os valores dos CE,, dos extratos foram
calculados usando-se a equagdo de primeira ordem
obtida do gréafico de cada amostra.

Foi obtido o valor de CE,, = 30,4 + 0,40 para o
extrato da casca de café e de 66,1 + 0,87 para o extrato
da polpa de café. Quanto menor o valor de CE,;, maior
€ o consumo do radical DPPH* pela amostra e, por
conseguinte, maior € a capacidade antioxidante. Por sua

parte, o extrato da borra de café apresentou CE,, >100.

Tabela 1. Composicao fendlica dos residuos de café.
Conteudo de acido
clorogénico

(g mL~' + d.p.)

Teor de fendis totais
Amostras

(mg AG g~ residuo)

CA 169,50 + 1,06* 1927,63 + 0,73%
PA 72,88 £ 0,71°¢ 516,83 + 1,508
BA 77,25 + 0,248 =

CA: extrato acetonico da casca; PA: extrato acetdnico da polpa; BA:
extrato acetonico da borra. As médias que ndo compartilham uma
letra na mesma coluna séao significativamente diferentes (P < 0,05).

Tabela 2. Porcentagem de DPPH* reduzido pelas amostras e
padrdes.

Amostras Concentrz:gao % DPPH:' reduzido
(g mL™)
CA 10,0-60,0 23,1-78,0
PA 20,0-100,0 25,8-67,6
BA 40,0-400,0 15,1-28,6
Quercetina 0,4-8,0 6,5-85,3
(padréao)

Rutina (padrao) 0,4-8,0 6,0-62,8

CA: extrato acetonico da casca; PA: extrato acetonico da polpa;
BA: extrato acetbnico da borra.
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Verificou-se que a capacidade antioxidante dos
extratos e padrdes segue a seguinte ordem: quercetina >
rutina > casca de café (CA) > polpa de café (PA) > borra
de café (Figura 1).

3.3 Determinacéo da capacidade redutora de
radicais peroxila

Neste ensaio avaliou-se a reatividade das
moléculas antioxidantes presentes nos extratos com os
radicais peroxila derivados do AAPH. Foi calculada a
porcentagem de radical peroxila sequestrado (Tabela 3)
e, posteriormente, obtidos os valores de CE,.

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio
do gréfico de % Radical peroxila sequestrado em fungéo
da concentragéo dos extratos. Os valores de CE,  dos
extratos foram calculados usando-se a equacéao de
primeira ordem obtida do gréafico de cada amostra.

Segundo a Figura 2, a capacidade antioxidante
dos extratos e 0 padréo seguem a seguinte ordem: casca
de café (CA) > polpa de café (PA) > acido galico > borra
de café.

Deve-se ressaltar que os extratos da casca e
da polpa de café apresentaram melhor capacidade
antioxidante que o padréo acido galico, evidenciando
sua efetividade no sequestro de radicais peroxila.
Com relagéo a borra de café, observou-se que ndo houve
incremento significativo da atividade antioxidante quando
foram avaliadas diferentes concentracdes do extrato, e
em consequéncia, néo foi atingido o valor de CE,.

Os resultados da agao redutora sobre radicais
peroxila concordam com os obtidos para o radical DPPH":
em ambos 0s casos 0 extrato com maior capacidade
antioxidante foi o da casca de café.

A capacidade antioxidante evidenciada pelos
extratos in natura pode se relacionar com a elevada
concentragédo de &cido clorogénico presente. O &acido
clorogénico faz parte do grupo de acidos fenolicos
que se caracterizam por ter um anel benzénico, um
grupo carboxilico e um ou mais grupos de hidroxila e/ou
metoxila na molécula, o que lhes confere propriedades
antioxidantes, tanto para os alimentos como para o
organismo (SOARES, 2002). A ac&o antioxidante do
acido clorogénico atribui-se a presenca de um grupo
orto-di-hidroxila no anel aromatico do acido cafeico, que
atuaria como um receptor de radicais livres (LUZIA et al.,
1998).

A capacidade antioxidante do acido clorogénico
tem sido demonstrada em diferentes estudos. Por exemplo,
isdbmeros do acido clorogénico isolados da ameixa seca
demonstraram acao antioxidante quando avaliados em
ensaios de eliminac&o de radicais superdxido e inibicdo
contra oxidacdo do metil linoleato (NAKATANI et al.,
2000). O acido clorogénico, encontrado em extratos de
cenoura, bardana, damasco e ameixa-preta, mostrou
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ser um potente inibidor da peroxidacao lipidica in vitro e
evidenciou uma possivel acédo anticarcinogénica também
in vivo (KASAI et al., 2000). Isdbmeros derivados do acido
clorogénico isolados das folhas de bambu apresentaram
alta capacidade de eliminar radicais livres, radicais
superoéxido, além de inibirem a peroxidacao lipidica
(KWEON et al., 2001).

Esses resultados sugerem a possibilidade de
reutilizacdo dos residuos da industria cafeeira para
a obtencado de compostos antioxidantes, pois tais
compostos tém inumeras aplicac6es nas areas de
alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica
(AO et al., 2011; BALLESTEROS et al., 2014).

Tabela 3. Porcentagem de radical peroxila sequestrado pelas
amostras e padréo.

- % Radical
Concentracao .
Amostras T i) peroxila
Ho sequestrado

CA 1,0-10,0 14,5-70,5

PA 1,0-10,0 9,7-57,3

BA 5,0-40,0 7,9-13,5
Acido galico 5,0-50,0 8,3-109,3

(padréao)

CA: extrato acetonico da casca; PA: extrato aceténico da polpa; BA:
extrato acetonico da borra.

70,0 1 e6,1£087
60,0 -
50,0 -
40,0

30,4 +0,40
30,0 -

CEgq (Mg ML)

20,0

10,0 57+0,11 4,9+0,06
00 , N ==
PA CA Rutina Quercentina

Figura 1. Representagéo grafica do CE,, obtido pelo método
do DPPH para os extratos e os padrdes.

20,0 -
18,0+ 0,25
17,0£2,24

-
o
o

CEgq (ug mL-7)
o
o

6,5+ 0,53

o
o
L

0,0

Ac. Galico

PA CA

Figura 2. Representagédo grafica do CE,, obtido na avaliagéo
da acéo redutora dos extratos e o padréo.
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Il 4 Conclusao

Os residuos de café, tais como a casca, a polpa e
a borra, contém quantidades apreciaveis de compostos
fendlicos. Dentre os residuos avaliados, o maior teor de
fendis foi encontrado na casca de café.

Os extratos acetbnicos da casca e da polpa de
café apresentaram capacidade antioxidante, a qual foi
superior a apresentada pelo acido galico quando avaliada
a acao redutora sobre radicais peroxila.

A capacidade antioxidante dos extratos pode
ser correlacionada com o teor de compostos fendlicos,
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, e com a
presenca de acido clorogénico, quantificado por CLAE.
Evidentemente, os compostos fendlicos presentes nesses
residuos conferem aos extratos atividade sequestradora
e poder redutor de radicais livres.

Arecuperacgao de acido clorogénico pode ser uma
alternativa para a industria farmacéutica e de alimentos,
levando em consideracédo a reconhecida atividade
bioldégica desse composto fendlico. Os residuos da
industria cafeeira tém potencial para serem utilizados em
bioprocessos, avaliando a extragdo e/ou a producéo de
compostos com valor biotecnolégico.
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