UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

MARIANA DE OLIVEIRA SILVA

ESTUDO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRA(;AO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS E AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASCA DE
CAFE (Coffea arabica L.)

JOAO PESSOA - PB

2021



MARIANA DE OLIVEIRA SILVA

ESTUDO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRAQAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS E AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASCA DE
CAFE (Coffea arabica L.)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, do Centro de Tecnologia, da
Universidade  Federal da Paraiba em
cumprimento aos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.

Orientadora: Dr?. Taliana Kénia Alencar Bezerra

Coorientadora: Dr®. Marta Suely Madruga

JOAO PESSOA- PB

2021



Catalogagido na publicagido
Segdo de Catalogagéo e Classificagéo

§586e Silva, Mariana de Cliveira,
Estudo de diferentes métodos de extragdo de compostos
bioativos e avaliaglo da atividade antioxidante da
casca de café (Coffea ardbica L.) / Mariana de Qliveira
Silva. - Jodo Pessoa, 2021,
1€, :.dl.

Orientagdo: Taliana Kénis Alencar Bezerra.
Coorlentagdo: Marta Spely Madruga.
Disasertaglo [Mestrado) - UFPB/CT.

1. Café (Coffea ardbica L,). 2. Compostoa fendlicosa. 3.
Casca de café. 4, Extragio convencional, 5. Extragac
assistida por ultrassom. 6. Atividade antioxidante. I.
Bezerra, Tallana Kania Alencar. II, Madruga, Marta
Suely, III. Titulo.

UFPB/BC CDU 633,731(043)

Elaborado por Larissa Silva Oliveira de Mesquita - CRB-15/746




MARIANA DE OLIVEIRA SILVA

ESTUDO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRAQAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS E AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASCA DE
CAFE (Coffea arabica L.)

Dissertacdo APROVADA em 08/02/2021

BANCA EXAMINADORA

T&\Amc\ \wa F\(i‘;mcm ’brﬁlma

Profé. Dr2, Taliana Kénia Alencar Bezerra - PPGCTA/CT/UFPB
Orientadora

" 1 ¢ P oid O
Mool ot Ly Lo cd )

Profé. Dra®. Marta Suely Madruga - PPGCTA/CT/UFPB
Coorientadora

Prof. Dr. Méario Roberto Marostica Jinior —- DEPAN/FEA/UNICAMP
Examinador externo

g7=7 . Lniee
Prof®. Dr®. Graciele da Silva Campelo Borges — PPGCTA/CTDR/UFPB
Examinador interno




A minha mae, dona Mari, por todo apoio,
amor, compreensao e incentivo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que é o grande responsavel por todas as minhas
conquistas e que cuidou perfeitamente de cada detalhe, me dando forca, coragem e sabedoria
pra enfrentar todos os momentos de certezas e incertezas. Me fez crescer profissionalmente e
pessoalmente e me faz enxergar, cada dia mais, que eu sou capaz de tudo ao Seu lado.

Aos meus pais, Marilene Amorim e José Maria da Silva, por todo amor que sempre me
deram, por acreditarem em mim, ndo medindo esforcos para me ajudar no que fosse preciso.
Por todas as palavras de apoio e motivacdo e por serem 0s maiores exemplos da minha vida.
Obrigada por tanto, amo vocés infinito!

Ao meu irméo, Reidene Oliveira, por seu apoio incondicional em todas as fases da
minha vida e por me incentivar na realizacdo deste sonho. Ao meu outro irmdo, Romeu
Oliveira, por todo cuidado e atencdo que sempre me deu. Eu sou completamente apaixonada
por VOCés.

Aos meus sobrinhos, Everton Yego e Pedro Lucas e a minha afilhada, Raissa Lara, por
me mostrarem que eu sou capaz de amar muito além do que eu imaginava, e por tornarem
minha vida mais alegre e colorida. E a toda miha familia, por todo apoio que sempre me deram.

A minha orientadora, Prof? Dr.2 Taliana Bezerra, a quem tanto admiro, pela
oportunidade e apoio no desenvolvimento deste projeto, por todos 0s ensinamentos e incentivo.
Por ser tdo paciente e generosa, por acreditar e confiar em mim em todos 0os momentos e por
me inspirar tanto profissionalmente e como ser humano.

A minha coorientadora, Prof.2 Dr.2 Marta Madruga, pela orientacdo, pela acolhida em
seus laboratérios, pelas correcfes e principalmte, por todo suporte dado para realizacdo deste
trabalho.

A minha banca examinadora, que tanto admiro profissionalmente, Prof.2 Dr.2 Graciele
Borges e Prof. Dr. Mario Marostica pela disponibilidade e pelas contribui¢bes dadas a este
trabalho. Sou extremamente grata, feliz e honrada em té-los comigo nesse momento.

A Universidade Federal da Paraiba, que foi minha segunda casa durante seis anos, por
tudo o que me foi proporcionado dentro da instituicdo para minha formagé&o profissional.

Ao Programa de Pos-graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) e a
todos os coordenadores, secretarios e docentes que 0 compdem.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela bolsa
concedida. A Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado da Paraiba (Fapesq PB) e o Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq) pelo apoio fincanceiro.



A Fazenda Yaguara Ecoldgica pela parceria e disponibilidade da matéria-prima.

A toda equipe do LAQA e LAF, pelos momentos compartilhados, por todas as risadas
na hora do almoco, por todos os cafés da tarde e por tornarem essa etapa mais leve e divertida!
Agradeco também as melhores técnicas de laboratorio do Brasil, Mércia e Leila, por toda ajuda,
puxdes de orelha e ensinamentos. E a John, PIBIC que me acompanhou durante esses dois
anos, por todo auxilio e dedicacdo na execucdo das andlises e por toda parceria nos demais
trabalhos realizados.

A Simone Franca e Juliana Lopes, amigas que o mestrado me proporcionou. Obrigada
pela troca de conhecimento, pelos estresses e preocupagfes compartilhadas, mas
principalmente, obrigada pelo companheirismo e pela amizade!

A minha amiga Ana Rita pelas inUmeras conversas e desabafos compartilhados, pela
sua alegria contagiante, que tornou o dia-a-dia no laboratorio mais divertido, e pela amizade
construida com tanta verdade. A Samara Macedo pela companhia nas idas a missa e grupo de
oracao e pela disponibilidade para me ajudar sempre que precisei.

Ao melhor grupo de “Café da Tarde”, Bianca, Janaina, Mayara, Ruthchelly, Simone e
Erica, por todos os momentos de descontracio, desabafos, fofocas e risadas.

As minhas amigas Erica Mongdo e Deyse Alves, pela amizade, puxdes de orelha,
confidéncias e por toda cumplicidade construida ao longo desse tempo. Obrigada por tudo!

As minhas amigas de hoje e sempre, Roberta Paix&o e Lucielma Costa, pela amizade
verdadeira e por estarem sempre comigo em todos 0s momentos.

Ao meu amigo Fernando Azevedo, por ter sido tdo presente em minha vida durante
esses dois anos, escutando meus desabafos e angustias, vibrando com as minhas conquistas e
me apoiando sempre no que fosse preciso.

Aos meus amigos Lucas Chaves, Gledson Silva, Weysser Felipe, Raiza Dantas,
Amanda Oliveira, Jodo Felipe, Layane Rosa e Samarone Xavier, que mesmo distantes
fisicamente, sempre se fizeram presente. Agradeco pelos momentos de conversas
compartilhadas e por terem sido apoio e incentivo sempre que precisei, a amizade de vocés é
muito importante em minha vida!

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste

trabalho e realizagdo do meu sonho, muito obrigada!



“Tenho em mim todos os sonhos do mundo.”

Fernando Pessoa



RESUMO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, apresentando forte impacto na
economia do pais. Diante disto, a cultura do café da origem a elevados volumes de
subprodutos, tendo destaque para a casca. As cascas do café sdo caracterizadas por conter
metabolitos secundarios, como os compostos fenolicos, apresentando-se como matéria-
prima para obtencdo de compostos bioativos de interesse em alimentos. Sendo assim, 0
objetivo do trabalho foi avaliar diferentes métodos de extracdo (convencional solido-liquido
com temperatura de 60 °C em banho-maria e ndo convencional assistido por ultrassom),
formas de obtencdo da matéria-prima (in natura e desidratada) e solugdes extratoras (agua
100% ou etanol 100% ou a mistura de ambos 1:1) de compostos bioativos a partir da casca
de café (Coffea arabica L.). Os extratos foram avaliados através do potencial antioxidante
utilizando os ensaios de atividade sequestradora do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil
(DPPHe), atividade sequestradora do radical 2,2- azino-bis (3-etilbezotiazolina)-6-acido
sulfonico (ABTSe+) e reducdo ao ferro (FRAP) e posteriormente foi ralizada a
quantificacdo dos compostos fenolicos totais, flavonoides totais, taninos condensados e
identificacdo dos compostos fendlicos majoritarios por cromatografia liquida. Verificou-se
que a mistura de agua e etanol (1:1) apresentou melhor capacidade de extracdo dos
compostos com atividade antioxidante e ambos os métodos, convencional e ndo
convencional exibiram resultados satisfatérios. Somados a isso, verificou-se também que os
melhores resultados foram apresentados pelos extratos que utilizaram a matéria-prima
desidratada. O extrato EBDM apresentou elevada atividade antioxidante (84,95 %, e
92,81%) para os ensaios DPPH e ABTS. Avaliando o teor de compostos fendlicos totais
(97,89 mg CAE/qg) e taninos condensados (79,71 mg CE/g) dos extratos, corroborando com
os resultados das atividades antioxidantes, de forma geral, a solucdo extratora de melhor
atuacdo foi a mistura de &gua e etanol (1:1), utilizando a casca desidratada e extracdo
convencional como melhor método, apresentando maiores teores dos compostos bioativos
em questdo. Para andlise de flavonoides totais, além do extrato que usou a mistura dos
solventes, o extrato obtido em &gua (15,69 mg CE/g) obteve destaque na extracdo pelo
método convencional. No entanto, a partir da analise do perfil fendlico, os compostos
majoritarios encontrados em ambos os extratos foram o acido gélico, cafeico e clorogénico,
sendo este Ultimo o composto identificado em maior concentracdo (337,07 pg/g). Sendo
assim, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a utilizacdo da casca de café se
mostrou eficiente como uma matéria-prima para obtencdo de extratos ricos em compostos
bioativos com elevado potencial antioxidante.

Palavras- chave: Atividade antioxidante, compotos fendlicos, café, casca de café, extracao
convencional, extracdo assistida por ultrassom.



ABSTRACT

Brazil is the world's largest coffee producer and exporter, with a strong impact on the
country's economy. In view of this, the coffee culture gives rise to high volumes of waste,
with emphasis on the husk. Coffee husks are characterized by exhibiting secondary
metabolites, such as phenolic compounds, presenting themselves as raw material for
obtaining bioactive compounds of interest in food. Therefore, the objective of the work was
to evaluate different extraction methods (conventional solid-liquid with a temperature of 60
°C in a water bath and unconventional assisted by ultrasound), ways of obtaining the raw
material (in natura and dehydrated) and solutions extractors (100% water or 100% ethanol or
a mixture of both 1: 1) of bioactive compounds from the coffee husk (Coffea arabica L.).
The extracts were evaluated for their antioxidant potential using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil (DPPH ) scavenging activity assay, 2,2-azino-bis (3-ethylbezothiazoline) -6-
acid scavenging activity sulfonic (ABTS e +) and reduction to iron (FRAP) and later the
quantification of total phenolic compounds, total flavonoids, condensed tannins and
identification of major phenolic compounds by liquid chromatography was performed. It
was found that the mixture of water and ethanol (1: 1) showed better extraction capacity of
compounds with antioxidant activity and both methods, conventional and unconventional,
showed satisfactory results. Added to this, it was also found that the best results were
presented by the extracts that used the dehydrated raw material. The EBDM extract showed
high antioxidant activity (84.95%, and 92.81%) for the DPPH and ABTS assays. Evaluating
the content of total phenolic compounds (97.89 mg CAE / g) and condensed tannins (79.71
mg CE / g) in the extracts, corroborating with the results of antioxidant activities, in general,
the best extraction solution was the mixture of water and ethanol (1: 1), using the dehydrated
peel and conventional extraction as the best method, presenting higher levels of the bioactive
compounds in question. For analysis of total flavonoids, in addition to the extract that used
the solvent mixture, the extract obtained in water (15.69 mg CE / g) was highlighted in the
extraction by the conventional method. However, from the analysis of the phenolic profile,
the major compounds found in both extracts were gallic, caffeic and chlorogenic acid, the
latter being the compound identified in the highest concentration (337.07 ug / g). Thus, the
results obtained in this work demonstrate that the use of coffee husks proved to be efficient
as a raw material for obtaining extracts rich in bioactive compounds with high antioxidant
potential.

Keywords: Antioxidant activity, phenolic compounds, coffee, coffee husk, conventional
extraction, ultrasound assisted extraction.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil se encontra como o maior produtor e exportador mundial de café
apresentando forte impacto na economia, sendo o pais responsavel por 30% do mercado
internacional, produzindo um total de aproximadamente 20 milhdes de sacas, onde 46,25%
sdo destinadas ao consumo interno. Sua producdo mundial atingiu cerca de 168,72 milhGes de
sacas entre 2018-2019 (USDA, 2019; ABIC, 2019).

Entretanto, devido a elevada producdo de café, ap06s o processamento, acarreta na
geracdo de uma grande guantidade de subprodutos, dentre os principais, a casca, a polpa, a
mucilagem e pergaminho (GEMECHU, 2020).

Segundo Murthy e Naidu (2012), os subprodutos do café séo ricos em nutrientes como
proteinas, carboidratos, fibras alimentares além de serem fonte de compostos bioativos como
a cafeina e o &cido clorogénico. Nos Ultimos anos estudos vem avaliando a composicédo
quimica de matrizes vegetais e seus subprodutos, na busca por uma fonte natural desses
compostos bioativos. Esses compostos apresentam alta capacidade antioxidante,
principalmente por apresentarem elevado teor de compostos fendlicos e por isto 0 uso de
subprodutos tem recebido uma grande atencdo (HU; WANG; ZHANG; QIU, 2019;
CASTALDO et al., 2020).

Diante disto, os subprodutos do café, com destaque para a casca foi objeto de estudo
de pesquisadores, que estdo atualmente em busca de compostos bioativos com potencial
antioxidante (ANDRADE et al., 2012; MATOS, 2014; BAGUETA et al., 2017; SOUSA,
2018; IRIONDO-DEHOND et al., 2019a).

No entanto, uma grande desvantagem em relacdo a esses compostos € a dificuldade de
extrai-los. Ainda assim, estudos sobre métodos de extracdo de compostos bioativos vém
sendo desenvolvidos, e em paralelo, métodos de quantificacdo e identificacdo dos compostos
(QUATRIN et al., 2019; BARROS et al., 2019).

Segundo Wijngaard et al. (2012), diferentes técnicas sdo utilizadas para a extracao,
podendo ser classificadas em metodos convencionais e ndo convencionais. Dentre as técnicas
convencionais pode-se destacar a extra¢do solico-liquido com aquecimento utilizando banho-
maria. Nesse método de extracdo, a aplicacdo do calor aumenta a solubilidade dos compostos
e faz com que o solvente aumente sua capacidade de penetragdo na matriz para extrair 0s
compostos de interesse (ERDOGAN et al. 2011; MARAN et al. 2013).
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Dentre 0os métodos ndo convencionais a extra¢do assistida por ultrassom tem ganhado
destaque, 0 método consiste na aplicacdo de ondas mecanicas que atuam rompendo a parece
celular da matriz vegetal facilitando o contato solido-solvente e assim liberando os compostos
bioativos (ARRUDA et al. 2019).

Existem vérios solventes que s&o utilizados no processo de extracdo de compostos
bioativos. Etanol, metanol, acetona e misturas aquosas sao frequentemente usados e tem
demonstrado eficiéncia na recuperacdo desses compostos. Entretanto, ndo existe um Unico
solvente que seja capaz de extratir a0 mesmo tempo todas as classes de compostos bioativos e
sendo assim, é de extrema importancia estudos para se determinar a melhor solucéo extratora
dos compostos de interesse (NGO et al., 2017; MAGRO; CASTRO, 2020).

A extracdo dos compostos fenolicos a partir da casca do café foi reportada
anteriormente (ANDRADE et al., 2012; MATOS, 2014; BAGUETA et al., 2017; SOUSA,
2018), nestas pesquisas, as extragdes foram realizadas pelas técnicas de ultrassom, soxhlet,
extracdo supercritica, maceracdo e shaker, e os solventes organicos mais eficientes foram
metanol, etanol, acetato de etila, éter de petroleo e dgua.

Diante do supracitado, o presente trabalho teve como objetivo estudar diferentes
métodos de extracdo (convencional e assistida por ultrassom) e solugdes extratoras (etanol,
agua e a mistura de ambos) de compostos fendlicos a partir da casca de café (Coffea arabica
L.), in natura e ap6s desidratacdo, bem como quantificar e identificar os compostos fendlicos
e avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos. E dessa forma, obter compostos
fendlicos antioxidantes através de uma matriz vegetal que apresenta baixo custo, utilizando
métodos de extracdo simples e eficientes bem como, obter informagdes importantes acerca de
possiveis propriedades funcionais da casca de café, fornecendo suporte cientifico para o

desenvolvimento de produtos alimenticios ricos em antioxidantes naturais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAFE: PRODUCAO, CONSUMO E EXPORTACAO

A histéria do café teve origem na Etiopia ha cerca de mil anos atras, onde foram
observados seus efeitos quando seus grdos eram consumidos. O pais responsavel pela difusao
dessa cultura foi a Ardbia, onde 0 mesmo se tornou conhecida como “vinho da Arabia”, ao ser
inserido na Europa no século X1V (ABIC, 2019).
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De acordo com Hejna (2021), o café é a commodity alimentar mais importante do
mundo, onde cerca de 60 paises tropicais e subtropicais produzem café extensivamente e, para
alguns desses paises, essa matéria-prima € o principal produto agricola de exportacao.

A bebida café é amplamente consumida na maior parte do mundo em virtude aos seus
atributos de sabor agradavel, além do seu efeito estimulante. Os maiores mercados de
consumo da bebida café sdo os paises Estados Unidos, Brasil e Alemanha, sendo o Brasil o
segundo maior consumidor do produto (AYSELLI et al., 2021).

Sua producdo mundial nos anos de 2018-2019 atingiu cerca de 168,72 milhdes de
sacas, sendo o Brasil responséavel por 1/3 da produgdo mundial de café (ABIC, 2019). Para
2019-2020 a producdo mundial do café foi estimada em 169,34 milhGes de sacas, sendo o
consumo global esperado de 168,39 milhdes de sacas. O Brasil € o maior produtor de cafe,
onde sua producdo se concentra nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Sao
Paulo (ICO, 2020).

Segundo o Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (CECAFE), no periodo de
Janeiro a Setembro de 2020, o total de café exportado foi de 30,5 milhdes de sacas, com uma
receita equivalente a R$ 19,6 bilhdes. Entre as variedades embarcadas, o café arabica teve
participacdo de 77,9% nas exportacdes, ja o café robusta também se destacou, pelo aumento
de 22,3% nas exportagoes.

Os principais destinos do café brasileiro foram Estados Unidos com 5,6 milhdes de
sacas de café, Alemanha, com 5,1 milhGes de sacas, Bélgica, com 2,4 milhdes de sacas, Italia,
com 2,3 milhdes de sacas, Japdo com 1,5 milhdo de sacas, Turquia com 960,8 mil sacas,
Federacdo Russa, com 940,5 mil sacas, México, com 782,2 mil sacas, Espanha com 700 mil
sacas e Canada, com 624,2 mil sacas (CECAFE, 2020).

Os grdos do café podem ser produzidos e processados tanto por unidades de
cooperativas agricolas como por grandes industrias (DEBASTIANI et al. 2021). Segundo
Consonni; Polla; Gagliani (2018), o cultivo convencional do café ainda é o mais utilizado nas
lavouras brasileiras, nesse sistema de cultivo faz-se o uso de produtos quimicos, como
fertilizantes, tanto para adubagdo como para 0 manejo de pragas, na busca de se obter uma
maior produtividade.

No entanto, existe uma tendéncia de substituicdo dessa forma de cultivo por novas
técnicas, como por exemplo, a utilizacdo do sistema organico. Atualmente, a agricultura
organica tem se detacado pelos beneficios que oferece para a seguranca alimentar e
sustentabilidade, pela auséncia do uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos (BEDOYA et
al. 2017).
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Existem mais de 100 espécies de café dispersas pelo mundo, no entanto, apenas duas
apresentam importancia econémica, Coffea arabica (Arabica) e Coffea canephora (Robusta),
sendo responsaveis por 70% e 30% da producdo global, respectivamente, sendo conhecidos
comercialmente como café arabica e café robusta (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; NEVES et
al., 2019). A composicao do grao de café pode variar de acordo com a espécie utilizada, sendo
o café arabica o mais apreciado pelos consumidores (BAGUETA et al., 2017).

O fruto do café € desenvolvido em uma cereja de 10-15 mm de comprimento,
contendo duas sementes, ou seja, dois grdos de café. Os grdos sdo cobertos em camadas de
pericarpo, que é formado por camadas externas de exocarpo, mesocarpo e endocarpo do fruto
(Figura 1). Essas camadas sdo a casca de café (exocarpo), polpa de café (mesocarpo),
pergaminho de café (endocarpo) e prata de café (FERREIRA et al., 2019; GEMECHU, 2020).

Figura 1- Fruto do café
Fonte: Ferreira et al., 2019

O fruto do café apresenta metabolitos primarios e secundarios que se acumulam de
forma desigual em todas as partes do fruto (GEMECHU, 2020). Da mesma forma que outras
matrizes vegetais, os grdos de café sdo compostos de polissacarideos, como celulose e
hemicelulose, contendo também, quantidades significativas de carboidratos sollveis,
proteinas, aminoacidos livres e minerais (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Em soma, os metabdlitos secundarios que sdo encontrados em maior propor¢do no
fruto do café sdo a cafeina (abundante na bebida café e que estd associado aos efeitos
estimulantes) e os compostos fendlicos, mais especificamente, os acidos clorogénicos, que sdo
amplamente difundidos como promotores de saude (CLIFFORD; JAGANATH; LUDWIG;
CROZIER, 2017; HU; WANG; ZHANG; QIU, 2019). Devido a composicdo quimica e amplo
consumo, o café e os seus subprodutos vem sendo objeto de estudo de interesse de

pesquisadores.
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2.2 SUBPRODUTOS DO CAFE

A grande producdo e consumo do café acarretam em uma elevada quantidade de
subprodutos gerados (ANDRADE et al., 2012). De acordo com Janissen e Huynh (2018), o
processamento do café produz cerca de 0,5 e 0,8 toneladas dos subprodutos polpa e casca de
café, respectivaente, a0 mesmo tempo que gera cerca de seis toneladas de borra de café por
ano. O tipo do subproduto gerado é consequente do método utilizado para o processamento
do café, pois existem dois métodos (Figura 2), via seca e Umida, a diferenca dos métodos se
da pela complexidade e tipo de café que é produzido (GEMECHU, 2020).

No processamento por via seca ap0s a colheita as cerejas de café sdo secas até um teor
de umidade de 10-11%. Durante este processo os grdos do café sdo separados e 0 material que
0s cobre, casca, polpa e pergaminho sdo retirados em maquina de descasque, sendo 0s
principais subprodutos gerados. O principal produto desse processo € denominado café ndo
lavado. No processamento umido as polpas dos frutos sdo retiradas antes da etapa de
secagem. Esse processo é baseado na despolpacdo dos frutos, gerando o subproduto polpa de
café. Em seguida os grdos podem ser fermentados, onde o produto final é chamado de café
despolpado, ou podem ser diretamente secos e o produto final € chamado de café descascado.
Em ambos os casos, ap0s secagem a aproximadamente 12% de umidade, os grdos sdo
descascados novamente para remover o pergaminho (OLIVEIRA; FRANCA, 2015; ALVES
etal., 2017; GEMECHU, 2020).
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Frutos do cafeé
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Figura 2- Etapas do processamento de café, por via seca e Umida
Fonte: Oliveira e Franca, 2015

Os subprodutos oriundos do café se apresentam como potenciais recursos
agroindustriais ricos em compostos fendlicos que podem ser utilizados pela industria de
alimentos como ingredientes na formulagdo de novos produtos, para uso como aditivos
naturais (IRIONDO-DEHOND et al. 2019b). Podendo se apresentar também, como uma fonte
sustentavel, j& que a preocupacdo com problemas ambientais tem aumentado o interesse sobre
0 destino desses subprodutos (GEMECHU, 2020). E dessa forma, de acordo com Setter et al.
(2020) € de grande importancia a busca de alternativas e tecnologias que permitam 0 uso

desses subprodutos de maneira sustentavel.
2.2.1 Casca de café

Apesar da quantidade de subprodutos agroindustriais que sdo gerados no mundo,
apenas uma pequena parcela é aproveitada. Da geracdo dos subprodutos agricolas no Brasil, a
casca de arroz, o bagaco de cana e a casca de café sdo os predominantes (CAMPOS-VIEGA
etal., 2015).
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A composi¢do quimica da casca do café pode variar de acordo com sua variedade,
condigdes de cultivo e seu processamento (BAGUETA et al., 2017). De acordo com Janissen
e Huynh (2018) a composi¢do quimica da casca de café em base seca, apresenta carboidratos
(57,8%), fibras sollveis (31,9%), cinzas (6%), lipideos (2%), proteinas (9,2%), podendo ser
uma fonte de compostos bioativos, como a cafeina (1,3%), taninos (4,5%) e cianidinas (20%),
para a industria alimenticia.

Os compostos fendlicos presentes na casca do café apresentam interesse de estudo
por pesquisadores devido aos seus potenciais efeitos positivos na saide humana. Até o
momento, esse subproduto tem sido usado como fonte de fibra alimentar e também como
fonte de antocianinas (GEMECHU, 2020). Dessa forma, considerando sua composi¢do
quimica, a casca do café apresenta grande potencial como ingrediente alimentar e como fonte
natural de nutrientes e compostos bioativos (IRIONDO-DEHOND et al., 2019a).

Estudos relacionados com o aproveitamento das cascas do café sdo de grande interesse
e importancia e resultados de algumas pesquisas comprovam o potencial de sua utilizagdo
(GEMECHU, 2020). Na Tabela 1 encontram-se descritas pesquisas que utilizaram a casca de

café e suas bioatividades.



Tabela 1. Atividades bioativas da casca de café.

Bioatividade Método utilizado Resultados encontrados Referéncia
O estudo avaliou a atividade antioxidante in vitro da Os compostos fendlicos encontrados em maior
casca de café pelos ensaios DPPH e ABTS. concentracdo nos extratos da casca de café foram os
A extracdo dos compostos foi realizada pelos métodos de acidos clorogénico, gélico, tanico, além da cafeina e  Andrade et al.
Antioxidante ultrassom, soxhlet e supercritica, com etanol, hexano, teobromina. Os extratos apresentaram porcentagem de (2012)

acetato de etila e diclorometano como solugdo extratora.
A identificacdo dos compostos foi realizada utilizando
HPLC.

inibicdo frente ao radical DPPH que variaram de 16,5 a
90,3% e parao radical ABTS de 4,3 a 29,3 %.

Antimicrobiano

O estudo avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos
da casca de café através da Determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo
Fungicida Minima (MIC-MFC). Os compostos foram
obtidos através de banho ultrassonico e identificados
através de Cromatografia liquida de alta pressdo
(UHPLC).

Os resutados indicaram que os extratos metanolicos da
casca de café apresentaram atividade antimicrobiana de
P. camemberti, P. expansum, P. roqueforti, A. flavus e
A. niger. Os valores da concentragdo inibitéria minima
(MIC) e concentracdo fungicida minima (MFC) para as
cepas de Penicilliums variaram de 6,3 a 50 g / L e nas
cepas de Aspergillus os dados detectados variaram de 25
ab0g/L.

Castaldo et al.
(2018)

Anti-
inflamatoério

O trabalhou avaliou o potencial inibitorio de extratos
aquosos da casca de café e seus compostos na
adipogénese, inflamacdo relacionada & obesidade,
disfuncdo mmitocondrial e resisténcia a insulina, in vitro.

Os resultados da pesquisa mostra que 0s extratos da
casca de café reduziu o acumulo de lipidios e aumentou
a atividade mitocondrial em adip6citos 3T3-L1. Os
compostos fendlicos encontrados inibiram a adipogénese
e provocaram 0 escurecimento dos adipdcitos. A
supressdo da interacdo macrofagos-adipécitos aliviou a
disfuncdo mitocondrial desencadeada por inflamacéo e a
resisténcia a insulina

Rebollo-
Hernanz et al.
(2018)

Efeito
prebidtico

O trabalho produziu a xilooligossacarideo (XOS) por
hidrélise enzimatica, utilizando a casca de café como
fonte de xilana. Foi realizados testes de digestibilidade da
XOS e avaliacdo do potencial antioxidante.

Os resultados demostram que das culturas probidticas
testadas Lactobacillus e Bifidobacterium foram capazes
de utilizar a XOS produzida através da casca de café,
apresentando crescimentos nos meios que continham a
XOS, consumindo as fragdes X2 e X3 como Unica fonte
de carbono. O XOS produzido também exibiu uma
consideravel resisténcia a hidrolise de enzimas
digestivas, bem como uma atividade antioxidante.

Avilla et al.
(2020)
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2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NA CASCA DE CAFE

Os compostos bioativos exercem efeitos positivos na saude humana devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias que podem estar associadas a prevencao de
doencas como o cancer, doencgas cardiovasculares, entre outros beneficios (MURADOR et al.,
2019).

Nos Ultimos anos, diversos compostos bioativos vém sendo obtidos de fontes naturais,
classificados em diferentes categorias, como 0s compostos fendlicos, vitaminas, carotendides,
alcaldides e compostos organossulfurados. Muitos desses compostos bioativos sdo isolados de
frutas, vegetais, 6leos e grdos integrais (CHEMAT et al., 2015; ARAUJO et al., 2019;
ARRUDA et al., 2019; MEREGALLI et al., 2020; MUNEKATA et al., 2020; KALSCHNE et
al., 2020). No entanto, de acordo com Recharla et al. (2017) a incorporagdo desses compostos
em produtos alimentares comerciais € uma tarefa desafiadora em funcdo da sua baixa
estabilidade e alta solubilidade.

Os compostos bioativos que vem sendo mais estudados e encontrados em fontes
vegetais sdo os compostos fenodlicos, que além de apresentarem diversos beneficios a salde,
também podem apresentar inimeras aplicacfes na ciéncia e indudstria de alimentos (RASHMI,
NEGI, 2020).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios distribuidos no reino vegetal, séo
caracterizados por possuir anéis aromaticos que contém um ou mais grupos fendis e apesar da
grande variedade desses compostos que ocorrem na natureza, 0s principais sdo os acidos
fendlicos, flavonoides e taninos (Figura 3) (HAMINIUK et al., 2012). De acordo com Nayak;
Liu; Tang (2015), esses compostos fendlicos despertam grande interesse em funcdo da sua

capacidade antioxidante, observada em estudos in vivo e in vitro (SHAHIDI; YEO, 2016).
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Figura 3- Principais classes de compostos fenélicos
Fonte: Ferreira e Abreu, 2007

Nos vegetais, 0s subprodutos também se apresentam como fonte de compostos
fendlicos. E desta forma, os mesmos exibem potencial de utilizacdo e posterior aplicacdo.
Dentre os subprodutos vegetais destacam-se as cascas (GEMECHU, 2020).

As propriedades antioxidantes presentes na casca do café sdo provenientes,
principalmente, da presenca da cafeina e do é&cido clorogénico e seus metabdlitos
(ANDRADE et al., 2012).0s acidos clorogénicos sdo os principais compostos fendlicos
encontrados no café e seus subprodutos, pertencem a familia de ésteres formados por acidos
hidroxinamicos como os &cidos ferulico, cafeico e fumarico com o &cido quinico. As
principais classes de acidos clorogénicos no café e seus busprodutos sdo os acidos
cafeoilquinico (CQA), os &cidos dicafeoilquinico (CQA) e os acidos feruloilquinico (FQA)
(MONTEIRO; FARAH, 2012; CLIFFORD; JAGANATH; LUDWING; CROZIER, 2017).

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) € uma metilxantina encontrada em maior quantidade
na natureza, seguida pela teobromina e teofilina. As metilxantinas sdo pseudoalcaloides
originadas de bases purinicas, de carater anfotero e esses compostos sdo encontrados em
varias bebidas de importancia econdmica e cultural como o café, cha e refrigerantes (HU;
WANG; ZHANG,; QIU, 2019; KALSCHNE et al., 2019).
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Zapata et al. (2020), avaliou o efeito anti-obesidade da cafeina do cha-mate no
acumulo de lipidios in vitro e obesidade induzida por dieta in vivo em ratos, e observou que
houve reducdo do acumulo de gordura corporal em animais alimentados com uma dieta rica
em gordura e sacarose. Os resultados desmosntram que o cha-mate e a cafeina podem ser
considerados como agentes anti-obesidade.

De acordo com Castaldo et al. (2018) o composto fendlico encontrado em maior
quantidade em casca de café é o acido 5-O cafeoilquinico, além de apresentar quantidades
significativas de trigonelina (1,83 mg / g), cafeina (1,33 mg / g), teofilina (15,04 mg / kg) e
teobromina (3,33 mg / kg).

Exemplos de compostos bioativos comumente encontrados na casca de café estdo

apresentados na (Figura 4).
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Figura 4- Estrutura quimica dos principais compostos bioativos encontrados na casca de café
Fonte: Adaptado de Gemechu (2020)

2.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Reacdes de oxidacdo ocorrem naturalmente nos tecidos vivos durante o metabolismo
para que se tenha um bom funcionamento do organismo. O processo de oxidacdo ocorre pela

transferéncia de elétrons de uma molécula que se oxida e outra que se reduz. Durante a
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oxidagdo, 0 agente oxidante abstrai um atomo de hidrogénio de uma molécula susceptivel
formando radical livre, pela acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) ou nitrogénio
(RNS) (BEKHIT et al., 2013; LEAO et al., 2017).

Os radicais livres ou espeécies reativas de oxigénio ou nitrogénio sdo ions instaveis e
reativos, em funcdo da presenca de elétrons desemparelhados, que favorecem a reacdo de
oxidacdo de outras moléculas, como proteinas, lipideos e DNA (SHARIDI; ZHONG, 2015;
GRANATO et al., 2018).

Segundo Amarowicz et al. (2004), especies reativas de oxigénio (ERO) que se
encontram na forma de anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila, sdo
produtos naturais do metabolismo humano, no entanto, quando em excesso no organismo
podem atacar as moléculas bioldgicas levando a lesdo de células ou dos tecidos associados a
doencas degenerativas. Apesar de o organismo humano apresentar mecanismos de defesa para
combater o dano oxidativo, existem evidéncias epidemioldgicas que apontam que 0 consumo
de alimentos ricos em antioxidantes pode auxiliar o organismo no combate a reducdo dos
danos oxidativos (ROJAS; BUITRAGO, 2020).

Halliwell (1996) define antioxidante como uma molécula capaz de retardar ou reduzir
a oxidacdo de outras moléculas. Os antioxidantes sdo divididos em categorias de acordo com
sua funcdo que pode ser eliminadores de radicais livres, eliminadores de agentes oxidantes,
compostos que inibem a geracdo de oxidantes, agentes quelantes de metais de transigéo,
podem ser soltvel em agua e lipossolavel, de fonte exdgena e enddgena (GRANATO et al.,
2018).

Os antioxidantes podem neutralizar a agdo das espécies reativas de membranas
celulares por trés mecanismos, transferéncia de tomo de hidrogénio (HAT), transferéncia de
elétron (SET) e por capacidade de quelar metais de transicdo (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). Os métodos baseados na transferéncia de &tomos de hidrogénio medem a capacidade
que um antioxidante tem de sequestrar radiais livres pela doacdo de um atomo de hidrogénio,

como mostra a equagdo 1:
AH + ROO — ROOH + A (1)
Entretanto, os métodos baseados na transferéncia de elétrons medem a capacidade de

um antioxidante de transferir um elétron para reduzir os radicais livres, metais pro-oxidante e
carbonilos, como mostra a equacgédo 2 (APAK et al., 2007, 2013; GRANATO et al., 2018):
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ROO + AH - ROO + AH*
AH* +H,0 o A+ H;0*
ROO + H; 0% & ROOH + H,0 )

As atividades antioxidantes sdo avaliadas por diferentes métodos e sdo classificados de
acordo com seu mecanismo de acdo (Tabela 2). Os ensaios de transferéncia de atomos de
hidrogénio (HAT) incluem a capacidade de absorcdo do radical de oxigénio (ORAC). Os
métodos de transferéncia de elétrons (SET) incluem a capacidade redutora do ferro (FRAP),
efeitos de eliminacdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e do radical 2,2'-azino-bis
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) (APAK et al., 2007; SHAHIDI; ZHONG,
2015).

Entretanto, ndo existe um procedimento padrdo para se avaliar a capacidade
antioxidante de compostos, porém os métodos de DPPH, ABTS, ORAC e FRAP estdo entre
as técnicas mais utilizadas para avaliar a capacidade antioxidante in vitro de alimentos e
extratos de plantas (SHAHIDI; ZHONG, 2015).
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Tabela 2. Métodos e seus principios de acdo utilizados na determinacdo da atividade
antioxidante in vitro de alimentos

Meétodo Principio Referéncias
O composto ABTS é oxidado a sua forma radical cation
(ABTS<") a partir da reacdo com persulfato de potassio
Atividade (K5S,0s), que absorve em comprimento de onda de 734 nm, Apak et al. (2007);
Sequestradorado  na coloracdo verde-azulado, por meio da perda de um  Shahidi; Zhong (2015);
Radical 2,2 elétron. Na presenca de um antioxidante ocorre a  Vuolo; Lima; Mardstica
etilbenzotiazolina-  descoloracdo da solugcdo com o decréscimo da absorbancia. Junior (2020)
6-sulfénico
(ABTS?)
O método avalia a atividade sequestradora do radical
DPPHe* em solugéo alcodlica, que absorve em comprimento
de onde de 515 nm, na coloracdo purpura. Pela acdo de um
Atividade antioxidante o radical é reduzido formando difenil—picril-  Haminiuk et al. (2012);

Sequestradora do
Radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil
(DPPH?)

hidraina (DPPH-H), de coloragdo amarela, sendo
acompanhada pelo decréscimo da absorbancia que ¢é
proporcional & concentracdo de sequestradores de radicais
adicionados a solucdo reagente de DPPH.

Shahidi;
Zhong (2015); Vuolo;
Lima; Marostica Junior
(2020)

Capacidade
Redutora do Ferro
(FRAP)

Baseia na capacidade do antioxidante de reduzir o Fe*" a
Fe?*, na presenga de 2,4,6-Tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ), em baixo pH (3,6). O TPTZ de cor amarela é
reduzido a forma ferrosa Fe*, pela acdo do antioxidante
formando um complexo corado de cor azul violeta com
absorcdo a 593 nm.

Benzie; Strain, (1999);
Sucupira et al. (2012);
Vuolo; Lima; Marostica
Janior (2020)

Capacidade de
Absorgdo do
Radical Oxigénio
(ORAC)

Mede a capacidade de um antioxidante contra o radical
peroxila que é gerado através da decomposicdo de
compostos nitrogenados tais como AAPH (2,2’-azobis-(2-
metilpropionamidina)-dihidroclorado) a 37 °C, onde o
antioxidante e um marcador fluorescente disputam por
radicais peroxilas que sdo gerados pela decomposic¢do de
compostos nitrogenados. A atividade antioxidante é
determinada calculando a curva de decaimento da
fluorescéncia de um indicador na presenca e auséncia do
antioxidante.

Apak et al. (2007);
Shahidi; Zhong (2015)
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2.5 METODOS DE EXTRAGCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracdo é a primeira etapa de qualquer estudo relacionado a obtengdo de compostos
bioativos a partir de vegetais (AZMIR et al. 2013). Esse procedimento é utilizado para
quantificar e caracterizar compostos presentes em uma determinada matriz ou recuperar
determinado composto alvo para aplicagcdo na ciéncia (AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017).

Segundo Meregalli et al. (2020), a extracdo € uma operacdo unitéria que envolve a
transferéncia de massa, separando 0s compostos de interesse de uma matriz através de
processos que podem ser fisicos, quimicos e mecanicos, sendo realizada em meio sélido-
liquido, liquido-liquido ou gas-liquido.

Diversas técnicas estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas na busca de facilitar a
extracdo dos compostos bioativos de matriz alimentar. As diferentes técnicas podem ser
classificadas em métodos convencionais e nao convencionais (WIINGAARD et al., 2012).

As técnicas convencionais, através da extracao solido-liquido utilizando banho-maria,
soxhlet, hidrodestilacdo e maceracdo, sdo as técnicas mais aplicadas pela indUstria para
extracdo desses compostos. No entanto, apresentam limitacdes tais como o uso de uma grande
guantidade de solventes, tempo de extracdo longo e perda de compostos termolébeis. Sendo
assim, os métodos ndo convencionais como ultrassom, micro-ondas e extracdo supercritica,
estdo sendo estudadas nos ultimos tempos com o intuito de se obter procedimentos mais
seguros e eficazes (AZMIR et al., 2013).

A eficiéncia do método de extracdo pode ser afetada por inUmeros fatores, como
temperatura, tipo de solvente, tempo de contato e relacdo sélido-solvente. Portanto, a escolha
da técnica utilizada e os pardmetros empregados devem ser levados em consideracdo e
avaliados intensamente (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ, 2009; KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013).

2.5.1 Extracao convencional solido-liquido utilizando temperatura

Os processos de extragdo convencionais se baseiam na utilizagédo de um solvente que
ird extrair os compostos de interesse de um soluto, podendo ou ndo estar associado ao uso do
calor. A aplicacdo do calor para extracdo de compostos bioativos é um fator que afeta,
positivamente, a eficiéncia do processo. Temperaturas elevadas aumentam a solubilidade e as

taxas de difuséo dos compostos, diminuindo a tensdo superficial e viscosidade do solvente,
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acelerando a extracdo (ERDOGAN et al., 2011). Além disso, Maran et al. (2013) relata que 0s
solventes apresentam maior capacidade de penetragdo na matriz em temperaturas elevadas.

Durante o processo de extracdo a temperatura influéncia na estabilidade dos
compostos por meio de degradacdes quimicas e enzimaticas e pela volatizacdo dos
compostos, que podem ter seu conteudo diminuido por atuacdo do aumento da temperatura
(DORTA,; LOBO; GONZALEZ, 2012). No entanto, em estudo realizado por Cruz (2013), 0s
autores observaram que embora a maior parte desses compostos bioativos sejam termolabeis,
ndo houve perda de compostos em temperaturas entre 50-60°C.

Diversos estudos mostram que a aplicagdo do calor na extragdo de compostos
bioativos melhorou a eficiéncia da extracdo e aumentou assim, o potencial antioxidante dos
extratos fenolicos. Guglielmetti et al. (2019) estudou a extracdo de compostos bioativos nos
subprodutos prata e casca de café, a extracdo ocorreu em meio aquoso com temperatura de
100°C por 10 minutos. Os autores encontraram nos extratos valores de fendlicos totais de
81,03 mg CAE/g (na prata) e 19,67 mg CAE/g (na casca).

Castaldo et al. (2020) estudou a extracdo de compostos bioativos no subproduto prata
de café e encontrou valores de cafeina de 31,2 mg/g em extrato obtido em meio aquoso a uma
temperatura de 80°C por 30 minutos. Valores de fendlicos totais (17,44 mg GAE/g) também
foram encontrados em borra de café, obtido em extrato aquosos com temperatura de 80°C por
10 minutos (BRAVO et al., 2013).

2.5.2 Extragéo assistida por ultrassom

A extracdo de compostos bioativos utilizando ultrassom se baseia na aplicacdo de
ondas mecanicas, que possuem uma frequéncia maior do que 20 KHz, superior a frequéncia
da capacidade auditiva humana. As ondas ultrassonicas atuam rompendo a parede celular da
matriz vegetal facilitando assim, a penetracdo da solucdo extratora e consequentemente, o
contato do soluto-solvente liberando os compostos de interesse (ARRUDA et al., 2019).

Conforme Chemat et al. (2017), a extragéo assistida por ultrassom pode ser realizada
por principalmente dois equipamentos, a sonda e o banho ultrassénico. O banho ultrassénico é
um método indireto, uma vez que as ondas irdo ser propagadas através do recipiente da
amostra, enquanto que a sonda age diretamente em contato com a amostra.

Esse método de extracdo oferece vantagens como maior penetracdo do solvente no

material celular, baixo consumo de solvente, menor tempo de extracdo e alta reprodutibilidade
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dos ensaios, além de ser considerada uma tecnologia verde (AZMIR et al.,, 2013;
MEREGALLLI et al., 2020).

Estudos demostraram a eficiéncia do uso do ultrassom na extracdo de diversas
moléculas como os antioxidantes, pigmentos, lipidios, fitoquimicos e aromas, destinados a
aplicacbes diretas ou indiretas nas indlstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética
(ANDRADE et al., 2012; AL-DHABI; PONMURUGAN; MARAN, 2017; BARROS et al.,
2019; NZEKOUE et al., 2020).

Al-Dhabi et al. (2017) estudaram a obtencdo de compostos fendlicos totais no
subproduto borra de café utilizando extragdo assistida por ultrassom, durante 34 minutos em
temperatura de 40°C, operando com poténcia de 244 W e encontraram valores de 33,84 mg
GAE/qg.

Da mesma forma, em estudo realizado por Andrade et al. (2012) para obtencdo de
compostos bioativos e avaliacdo da atividade antioxidante de extratos da casca de café
utilizando extracdo assistida por ultrassom, com frequéncia de 55 kHz e poténcia 220 V, por
120 min em temperatura ambiente, operando, foi encontrado valores de fendlicos totais de
133,4 mg CAE/g e um percentual de inibicdo frente ao radical DPPH de 91,5 %.

Nzekoue et al. (2020) também estudando um subproduto do café, a prata, encontrou
valores de fendlicos totais de 73,4 mg GAE/g em extratos obtidos por ultrassom, operando
com frequéncia de 40 kHz , em temperatura de 20°C por 120 minutos. Barros et al. (2019)
encontrou valores de fendlicos totais que variaram entre 16-39 mg GAE/g em casca de
jabuticaba obtidos utilizando extracdo assistida por ultrassom a 30°C por 60 minutos,

operando com frequéncia de 40 kHz e 150 W.

2.6 SOLUCOES EXTRATORAS DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As extracOes por solventes sdo os procedimentos mais utilizados para recuperacao de
compostos bioativos de matrizes vegetais para o preparo de extratos devido a sua facilidade
de uso, eficiéncia e por apresentar uma ampla aplicabilidade. Diversos solventes sdo
utilizados nesse processo e sdo escolhidos com base na polaridade do soluto e dos compostos
que se deseja extrair, pois diferentes compostos fenolicos, por exemplo, apresentam
polaridades diferentes podendo ou ndo ser soliveis em um determinado solvente (DAI,
MUMPER, 2010; ALTEMIMI et al., 2017).

Os solventes polares sdo os mais utilizados para extracdo de compostos fenolicos,

sendo amplamente aplicadas misturas aquosas, quentes ou frias, contendo etanol, metanol,
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acetona ou acetato de etila e tem demonstrado altos rendimentos de extragdo (SULTANA,
ANWAR; ASHRAF, 2009; ANOKWURU et al., 2011). A polaridade, do menos polar para o
mais polar, de alguns solventes é: Hexano<Cloroférmio<Acetona<Metanol<Etanol<Agua.
Dentre esses solventes a agua é o0 que apresenta baixo custo e ndo apresenta toxicidade
(ALTEMIMI et al. 2017; MAGRO;CASTRO, 2020).

De acordo com Thouri et al. (2017) misturas hidroalcodlicas, como por exemplo,
etanol e 4gua sdo mais eficientes no processo de recuperacdo dos compostos fendlicos, pois
apresentam uma melhor eficiéncia no processo de solvatagdo, como resultado da interacao
(pontes de hidrogénio) entre os sitios polares dos compostos antioxidantes e o solvente.

Entretanto, ndo existe um Unico solvente que seja capaz de extrair todas as classes de
compostos fendlicos de uma matriz simultaneamente, devido a diversos fatores, que envolve a
natureza do composto e se 0 mesmo é um acido fenolico, flavonoides ou taninos. Outro fator
seria a interacdo do composto antioxidante com as moléculas de carboidratos e proteinas
presentes. Sendo assim, existem solventes que extraem melhor um tipo especifico de
composto do que outro (BIESAGA, 2011; MOKRANI; MADANI, 2016).

Vale salientar que o uso de solventes organicos para producdo de alimentos é
regulamentado. O metanol, por exemplo, ndo é considerado seguro para aplicacdo em
alimentos, apesar de ser um dos mais utilizados para obter extratos fendlicos. O etanol é
classificado pela American Food and Drug Administration (FDA), como solvente seguro para
aplicacdo em alimentos (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010;
CHEMAT; VIAN; CRAVOTO, 2012).

Na literatura ha uma grande quantidade de estudos que utilizaram diversas solugdes
para extracdo de compsotos fendlicos do café (Tabela 3).

Nezekoue et al.(2020), em estudo sobre quantificacdo de compostos bioativos em
extratos do subproduto prata de café obtidos com diferentes solventes de extracdo (metanol,
agua, metanol: 4gua 50:50 e etanol: agua 70:30) observou que o extrato obtido com a mistura
dos solventes etanol: agua 70:30 apresentou o melhor resultados em relacdo ao teor de
compostos fendlicos totais. Entretanto, para o teor de flavonoides totais, a agua foi o solvente
que apresentou melhor resultado. Castaldo et al. (2018), em seu trabalho com casca de café,
obteve um extrato utilizando metanol: agua (80:20 v/v) que se mostrou eficiente na extragdo

de compostos antioxidantes.



Tabela 3 — Solugdes extratoras utilizadas na recuperacao de compostos bioativos dos subprodutos do café

Matéria-prima

Solucgéo extratora

Parametros de extracao

Composto bioativo extraido

Referéncia

Prata de café

Etanol: agua (70:30, v/v)

Metanol: agua (50:50, v/v)

Agua

Método: Ultrassom (40 kHz)
Temperatura: 20 °C
Tempo: 2 horas

Cafeina ( 35879.16 pgg™)
Acido cafeico (212,38 ugg™)
Acido ferdlico (226,23 ugg™)
Acido galico (15,76 pgg™)

Cafeina ( 25176,74 pgg™)
Acido cafeico (112,65 pg g*)
Acido ferdlico (104,64 ugg™)
Acido gélico (31,07 pg g™)

Cafeina (19599.04 ug g™)
Acido cafeico (79,00 pg g™)
Acido ferdlico (66,52 pg g™)
Acido galico (24, 36 pg g™)

Nzekoue et al.
(2020)

Polpa de café

Acetona: agua (80:20, v/v)

Método: Shaker
Temperatura: 40°C
Tempo: 30 min

Acido clorogénico (516,83 pug
mL™)

Garcia e Bianchi
(2015)

Isopropanol: agua (60:40,
vIv)

Método: Solido-liquido
utilizando Soxhlet
Temperatura: 121°C
Tempo: 20 min

Acido clorogénico (10.7 %)

Murthy e Naidu,
2012

29
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Casca de café

Metanol: agua (80:20, v/v)

Método: Vortex seguido de
banho ultrassonico e agitador
Tempo: 2 min/10 min/20 min

Cafeina: (1327.39 mg/kg)
Acido cafeico (6.12 mg/kg)
Acido ferulico (10.24 mg/kg)
Acido galico (3.22 mg/kg)
Catequina (1,55 mg/kg)

Castaldo et al.
(2018)

Agua

Método: Agitacdo a 250 rpm
Temperatura: 100 °C
Tempo: 10 min

Cafeina: 13,9 (mg/g)

Iriondo-DeHond
et al. (2019a)

Isopropanol: agua (60:40,
vIv)

Método: Solido-liquido
utilizando Soxhlet
Temperatura: 121°C
Tempo: 20 min

Acido clorogénico (12.59 %)

Murthy e Naidu,
2012

Etanol

Método: Ultrassom (55 kHz-220
V)

Temperatura: Ambiente

Tempo: 2 horas

Acido vanilico (75.7 pg/g)

Método: Soxhlet
Tempo: 6 horas

Acido tanico (80,3 pg/g)

Método: Supercritico (300
bar/333,15k)
Tempo: 4 horas e 30 min

Acido clorogénico (942,8 ug/g)

Andrade et al.
(2012)
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Sendo assim, de acordo com Magro; Castro (2020), uma comparacao entre solventes é
de extrema importancia para se determinar a melhor solucdo extratora de compostos
antioxidantes em estudo. Entretanto, deve-se levar em consideracdo a aplicacdo posterior do

extrato.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E PREPARACAO DA AMOSTRA

As cascas de café utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela Fazenda Yaguara
Ecoldgica que possui producdo de café organico 100% arabica e typica, localizada na cidade
de Taquaritinga do Norte, PE, Brasil (Latitude: -7.88809, 36° 5’ 33" Oeste). A matéria-prima
foi utilizada tanto na forma in natura como também foi utilizada apds passar por um processo
de secagem em estufa com circulacao de ar for¢ada a 40 °C por 48 horas e em seguida moida

em moinho de bolas (Solab, V 3E, Sé&o Paulo, Brasil) (Figura 5).

Figura 5- Casca de café in natura e desidratada
Fonte: Préprio autor

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada em duas etapas (Figura 6). Na primeira etapa, o estudo de
extracdo dos compostos foi realizado utilizando o método de extragdo convencional sélido-
liquido com temperatura de 60 °C em banho-maria e ndo convencional, utilizando ultrassom,

com trés sistemas de solventes (agua, etanol e a mistura 1:1), tanto na casca in natura, quanto
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na casca desidratada. Na segunda etapa, foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante in
vitro e a determinacdo dos compostos fenolicos dos extratos da casca de café.

Os extratos foram codificados da seguinte forma: EBE- método convencional, casca in
natura, etanol; EBW-método convencional, casca in natura, agua; EBM-método convencional,
casca in natura, etanol:agua; EBDE- método convencional, casca desidratada, etanol; EBDW-
método convencional, casca desidratada, agua; EBDM-método convencional, casca
desidratada, etanol: agua; EUE- ultrassom, casca in natura, etanol; EUW- ultrassom, casca in
natura, agua, EUM-ultrassom, casca in natura, etanol: agua; EUDE-ultrassom, casca
desidratada, etanol; EUDW-ultrassom, casca desidratada, dgua; EUDM: ultrassom, casca
desidratada, etanol: 4gua.

Etapa 1 — Obtencéo dos extratos

| |

\{aterla_nma .......... Extacio comendiond] i EBE EBDE i
o P solido-liquido com temperatura | EBW EBDW !
e mnatura | i de 60 °C em banho-maria Etanol | EBM EBDM |
Agua i EUE EUDE i
: Matéria-prima i Etanol: dgua i EUW EUDW i
desidratada Extracio assistida por ultrassom : EUM EUDM :

.................... - Fenolicos totais
..................... | Determinagio e identificagio Flavonoides totais
! EBE EBDE : dos compostos bioativos -
: EBW EBDW i | e, Taninos condensados
| EBM EBDM | Perfil fenélico
i EUE EUDE i
I EUW EUDW I DPPH
| ! H
1_._E}¥_.E_I.‘P¥_._J : Avaliacdo da
——i  capacidade antioxidante i ABTS
R i FRAP

Figura 6 - Delineamento experimental da obtencéo e caracterizagao de extratos da casca do café

3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS
3.3.1 Extracao convencional sélido-liquido com temperatura de 60 °C em banho-maria

A extragdo convencional foi realizada seguindo a metodologia de Neto (2019). A
matéria-prima (casca in natura ou casca desidratada) foi homogeneizada manualmente por 5
minutos com a solugdo extratora 1:10 (p:v) e em seguida, foi submetida a incubacdo em

banho maria (Cientec, CT 245-9, Sdo Paulo, Brasil) a 60 °C por 1 h. Logo apds, a mistura foi
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centrifugada a 3.500 x g por 20 min a 10 °C (Solab, SL 706, Sdo Paulo, Brasil) e os
sobrenadantes recolhidos e filtrados em papel de filtro qualitativo (80 g.m™).

3.3.2 Extragao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom foi realizada seguindo metodologia de Andrade et al.
(2012), com adaptacdes. A extracéo foi realizada por 1 h com solucdo extratora de 1:10 (p:v),
em temperatura de = 35°C. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3.500 x g por 20 min a
10 °C (Solab, SL 706, Séo Paulo, Brasil) e os sobrenadantes recolhidos e filtrados em papel
de filtro qualitativo (80 g.m™). O equipamento usado foi um banho ultrassénico (Marconi,

Ultracleaner 1400), operando em frequéncia de 40 kHz e poténcia de 220 V.

3.4 DETERMINACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

3.4.1 Compostos fendlicos totais

O contetdo de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau
descrito por Singleton e Rossi (1965), adaptado por Andrade et al. (2012). Aliquotas de 100
pL dos extratos foram homogeneizados com 7.900 uL de agua destilada, 500 pL do reagente
Folin Ciocalteau e 1.500 pL de carbonato de s6dio a 20%. Em seguida, os frascos foram
agitados e mantidos em repouso, no escuro, por 2 horas, seguidos de leitura em
espectrofotobmetro UV-VIS (Quimis, Q798U, Sdo Paulo, Brasil), a 765 nm. Os resultados
foram calculados com o auxilio de uma curva padrio de acido clorogénico (10 a 50 pg.mL™)
e o contetdo de compostos fendlicos totais foi expresso em miligramas de acido clorogénico
equivalente (CAE) por grama de amostra (mg CAE g%).

3.4.2 Determinacéo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), com algumas adaptac6es. Uma aliquota de 100 pL
do extrato foi homogeneizado com 150 pL de NaNO, 5% (m:v), aguardando reagir por 5
minutos. Em seguida, foi adicionado 150 pL de AICIl; 10% (m:v), aguardando reagir por 6
minutos. Por fim, foi adicionado 1000 uL de NaOH 1M e 1200 puL de agua destilada. A
absorbancia da mistura foi comparada a um branco (solvente) e medido a 510 nm. Uma curva
padrdo foi construida com catequina (20 - 200 pg/mL) e o contetido de flavonoides totais foi

expresso como miligrama de catequina equivalente por grama de amostra (mg CE/ g).
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3.4.3 Determinagéo de taninos condensados

A determinacdo de taninos condensados foi realizada pelo método de Broadhurst e
Jone, (1978). Uma aliquota de 30 puL do extrato foi misturada com 900 pL de vanilina 4%
(m:v) preparada com metanol e, em seguida, foi adicionado 450 puL. de HCI concentrado. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz. Apos o periodo
de incubacdo, a leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm usando o espectrofotémetro
UV/Visivel (Quimis, Q798U, Séao Paulo, Brasil). A curva padréo foi preparada com padréo
de catequina (50 - 800 pg/mL), ¢ o resultado expresso em miligrama equivalente de

catequina por grama de amostra (mg CE/ g).

3.4.4 Perfil de compostos fendlicos

O perfil dos compostos fendlicos dos extratos da casca de café foi determinada através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE), usando uma coluna C18
Shim-pack (com didmetro interno de 4,6 mm e comprimento de 250 mm). Uma aliquota de 20
pL de cada amostra foi injetada na coluna termostatizada a 40 °C, utilizando a fase movel
composta de acetonitrila/acido formico 0,1% (15:85, v/v) escoando com vazdo de 0,8
mL/min. A determinacdo quantitativa foi baseada no método de padrdo externo por
comparacao com o tempo de retencdo de padrdes de compostos fendlicos puros. Para todas as
amostras, a concentracdo final dos compostos sera determinada pela média dos resultados de
duas injecdes consecutivas (ANDRADE et al. 2012).

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

3.5.1 Atividade sequestradora do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH?¢)

A capacidade sequestradora do radical DPPHe dos extratos da casca de café foi
determinada seguindo a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).
Uma aliquota de 100 pL do extrato foi adicionada a 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM) em
metanol. Apds homogeneizacao, foi realizada a leitura do tempo zero apenas do ensaio branco
(radical livre e solvente) e os demais ensaios foram mantidos a 25°C por 60 minutos.Em
seguida a atividade de eliminacdo do radical de acordo com a capacidade antioxidante dos
extratos foi verificada a 515 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS (Quimis, Q798U, Séo Paulo,

Brasil), em triplicata de ensaio. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢éo do
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radical DPPHe em relagdo ao potencial antioxidante das amostras, de acordo com a equacao
1.

PH—-Aextrato)
ADPPH

% Inibicéo = |42 |x 100

Equacéo 1. Porcentagem de inibig¢do do radical DPPHe

Onde, ADPPH ¢ a absorbancia da solucdo de DPPH e Aextrato é a absorbancia da amostra.

3.5.2 Atividade Sequestradora do Radical 2,2- azino-bis(3-etilbezotiazolina)-6-acido
sulfonico (ABTSe+)

A capacidade sequestradora do radical ABTSe+ foi determinada seguindo a
metodologia proposta por Re et al. (1999). A solucdo de ABTSe«+ foi preparada usando 5 mL
de uma solugdo de 2,2’-Azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-suphonic acid)-diammonium salt]
— (ABTS) 7,0 mM e 88 uL de uma solugdo de persulfato de potassio (K2S208) 140 mM. O
sistema foi mantido em repouso de 12 a 16 horas a temperatura ambiente e na auséncia de luz.
Uma vez formado o radical ABTSe+, o mesmo foi diluido em etanol para o ajuste da
absorbancia de 0,70 = 0,02 a 734 nm. Em seguida, uma aliquota de 30 pL da amostra foi
adicionada a 3000 pL do radical ABTSe+. Apos 6 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente e no escuro, a absorbancia foi medida a 734 nm contra um branco (etanol). Em
seguida, a atividade de eliminacdo do radical de acordo com a capacidade antioxidante dos
extratos foi verificada a 734 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS (Quimis, Q798U, Séo Paulo,
Brasil). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do do radical ABTSe+ em
relacdo ao potencial antioxidante das amostras, de acordo com a equagéo 2.

(Abs.ABTS — Aextrato)

% de Inibicio = T IBTS X 100

Equacéo 2. Porcentagem de inibi¢ao do radical ABTSe+
Onde, Abs. ABTS ¢ a absorbancia da solu¢do de ABTSe+ e Aextrato € a absorbancia da

amostra.
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3.5.3 Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro (FRAP)

A capacidade de reducédo férrica foi avaliada utilizando a metodologia FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), conforme descrita por Benzie e Strain (1999). O reagente de
FRAP foi preparado por mistura de acetato tampéo (300 mmol/L - pH 3,6) a uma solucdo de
10 mmol / L TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) em HCI a 40 mmol / L e 20 mmol / L de FeCI3
a10:1:1 (v:v:v). Uma aliquota de 90 pL do extrato foi adicionada a 270 pL de agua destilada
e 2,7 mL do reagente FRAP, seguida de homogeneizacéo e incubacdo em banho-maria a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente, de acordo com o potencial antioxidante, a atividade de
reducdo do ferro (Fe**) para a forma ferrosa (Fe?*) dos extratos foi verificada a 595 nm em
espectrofotometro UV-VIS (Quimis, Q798U, Sdo Paulo, Brasil), utilizando-se solvente e
reagente FRAP como branco. Com base na curva padrdo preparada com diferentes
concentragfes de Trolox (50-1000 uM), os resultados serdo expressos em umol de

equivalente Trolox (TE) por grama de amostra (umol TE/g).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas andlises de influéncia das varidveis de extracdo (processo, obtengdo da
matéria-prima e solucéo extratora) sobre a atividade antioxidante e o contedo de compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e taninos condensados por anélise de variancia (ANOVA)
usando o software Minitab 16® (Minitab Inc., State College, PA, EUA) com um nivel de
confianga de 95% (valor p < 0,05).
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Abstract: Coffee husks {Coffor arabica L) are characterized by exhibiting dary metabolites such
as phenolic compounds, which can be used as raw material for obtaining bivactive compound
of interest in food. The objective of this study §s to evaluate different methods for obtaining the
raw material and extracting solutions of bioactive compounds from coffee husks. Water bath and
ultrasound-assisted extraction methods were used, using water (100%) or ethanol (100%) or a mixture
of both (1:1) as extracting solutions and the form of the raw material was in natura and dehydrated.
The extracts were evaluated by their antioxidant potential using DPPH radicals, ABTS, and iron reduc-
ton (ferric reducing antioxidant power (FRAP)), and later total phenolic compounds, total flavonold
and condensed tannins were quantified the phenolic magority compounds were identified. It was ver-
Ified that the mixture of water and ethanol (1:1) showed better extraction capacity of the compourds
with antioxidant activity and that both conventional {water bath) or unconventional (uitrasound)
methods showed satisfactory results. Finally, a satisfactory amount of bioactive compounds was
observed in evaluating the chemical composition (total phenolic compounds, total flavonoids, con-
densed tannins, as well as the analysis of the phenolic profile) of these extracts. Corroborating with
the results of the antioxidant activities, the best extracting solution was generally the water and
¢thanol mixture (1:1) using a dehydrated husk and water bath as the best method, presenting higher
levels of the bioactive compounds in question, with an emphasis on chlorogenic acid. Thas, it can be
concluded that the use of coffee husk as raw material to obtain extracts of bioactive compounds is
promusing. Last, the conventional method (water bath) and the water and ethanol mixture (1:1) stood
out among the methods and extracting solutions used for the dehydrated coffee husk,

Keywords: phenolic compounds; antioxidant capacity; plant extract; coffee husk; conventional
extraction; ultrasound-assisted extraction

1. Introduction

Brazil is considered the world's largest producer and exporter of coffee, and is also the
second largest consumer of the product. The country accounts for 30% of the international
market, producing a total of approximately 20 million bags, with 46.25% for domestic
consumption |1-3].

Coffee processing can be done by dry or wet routes, generating different types of
residues [4]. According to Setter et al. 5], the most used method in Brazil is dry processing,
with the main residue generated being the husk obtained with a vield of approximately
50% of the weight of the coffee beans. Coffee husks are characterized by secondary
metabolites, such as caffeine and tannins, and phenolic acids such as chlorogenic acid,
thereby being a potential source for obfaining bioactive compounds of interest to apply
in food. Chlorogenic acid is widely distributed in the plant kingdom, and coffee and its
by-products are considered its greatest source, The biological function of this phenolic
compound is linked to its antioxidant, antimicrobial, and anticarcinogenic activities [o-#],
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Bivactive compounds are widely studied and widely found in plant sources, in par-
ticular phenolic compounds, which can have numerous applications in science and the
food industry [Y]. According to Garcia and Bianchi [10], phenolic compounds constitute
one of the main classes of antioxidants from natural sources, being distributed in leaves,
seeds, grains, roots, and bark. In addition to the antioxidant activity as technological
application, the presence of these compounds has been attributed to benefits in human
health by delaying or preventing the appearance of diseases due to the antioxidant action
in the organism, as well as anti-inflammatory, antimicrobial, and anti-allergic actions.

The extraction procedure is the most important step for recovering phenolic com-
pounds from vegetables, directly affecting the yield of the bioactive compounds [11,12].
According to Wingaard et al. [11], different techniques are used to extract these compounds,
as determined by conventional and non-conventional methods.

Ultrasound-assisted extraction (UE) is a non-conventional method which consists in
applying mechanical waves that aim to intensify the extraction by means of a phenomenon
called cavitation. This Is an indirect method, where the waves are propagated through the
sample container while the probe acts directly on the matrix and solvent {14,15], However,
conventional processes, such as extraction using water bath, are based on the use of solvents
that extract the compounds of interest from the solute or matrix, being associated with the
use of heat [16].

The recovery of bloactive compounds from different plant matrices, such as jaboticaba
peel, grape pomaces, red araga peel, silver, and coffee grounds, has already been reported
in several studies. In this research, different extraction methods were used, such as con-
ventional extraction by maceration and heat application as well as ultrasound-assisted
extraction |12,16-19),

In light of the above, the objective of this study was to evaluate different extraction
methods-—~water bath (B) and ultrasound (U)—of bioactive compounds from coffee husks
(Coffea arabica L.) in natura and after dehydration (D) using different extracting solutions—
cthanol €, water (W), and mixture ethanol: water (M)—and evaluating the antioxidant
activity of the extracts.

2. Results and Discussion
2.1, Effects and Interactions of Extraction Variables on the Antioxidant Actevity of Coffee Husk
Extracts (Coffea arabica L)

Table | presents the mean values referring to the antioxidant activity (DPPH, ABTS,
and ferric reducing antioxidant power (FRAP)) of the extracts, and Figure | shows the
effects of the extraction variables on the study responses. The extracts were obtained from
conventional (water bath) and non-conventional (ultrasound-assisted ) extraction methods
of the coffee husk using different extraction systems—water (100°%%), ethanol (1007%), or its
mixture (1:1}—as an extraction solution. Thus, the entire study was performed on both in
natura and dehydrated husks,

The extraction methods were called processes, with the solvent extraction selutions
and the way to obtain the coffee husk as raw material. The interaction between process and
raw material {p = 0.0001), process and solvent {p < 0.0001}, and raw material and solvent
(p < 0.0001) had a significant effect on the antioxidant activity measured by the DPPH
method. The extraction in water bath, the use of dehydrated husk, and the water and
ethanol mixture (1:1} presented higher efficiency, and consequently obtained extracts with
a high inhibition percentage of DPPH (84.95%), as shown in Figure 1A B.
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Table 1. Results of antioxidant activity of coffee husk extracts,

Extraction — “DPPH %ABTS FRAP

Method Inhibition Inhibition (umol TE/g)
EBE 1417 £ 0,04 52564009 129185+ 002

EBW 3752 40,1 76,05 + 06 21039 £ 08
FBM 67524 0.1 91.48 4 0.1 26394 + 002

Water bath EBDE 1586 4 0.3 56.00 + 08 24259 + 0.1
EBDW 7250 % 0.1 8163 + 0.01 8873 = 002

EBDM $4.95 + 0.02 9281+ 0.01 2338 =01

EUE 2316 £ 001 48.75 + 04 3001 = 09

EUW 1955 + 0,01 51.97 4 03 5101 £ 0.6

EUM 1324 02 6403+ D3 BT = 002

Ultrasound EUDE 24401 5124 407 31364 = 0.1
EUDW 5371 £ 002 9324 4+ 0.01 §9.75 + 002

FUDM $4.20 + 0.03 97.21 4+ 0.01 2762+ 09
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Figure 1. {A) Effocts of extraction variables for DPPH; (B) Effects of interaction between extraction variables for DPPH;
{C) Effects of extraction variables for ABTS; (D) Effects of interaction between extraction variables for ABTS; (E) Effects of
extraction variables for ferric reducing antioxidant power (FRAP); (F) Effects of interaction between extraction variables
for FRAT

According to Thouri et al. [20], the polarity of the solvent used for extraction has
a great influence on the level of polyphenols extracted. The optimal extraction of the
polyphenols is obtained in polar solvents because they present better efficiency in the
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solvation process as a result of the interaction (hydrogen bridges) between the polar sites
of the antioxidant compounds and the solvent.

Therefore, polar solvent mixtures are used for recovering phenolic compounds, Wa-
ter is a highly polar solvent, while ethanol has less polarity; however, both solvents can be
mixed, forming a more efficient combination to extract antioxidant compounds [21]. Itis
also observed that dehydrating the sample provided greater concentration of bioactive
compounds in the extracts and thus intensified the antioxidant action. Pereira et al. [22
report that the rupture of the raw material structure during the dehydration and drying
process promotes a release of more phenolic compounds,

The values found in this test were superior (260 times) to those found by Garcia and
Bianchi [10], who presented 23.1% in acetonic extract of the dehydrated husk of robusta
coffee. Variations in antioxidant activity values found in the literature may be associated to
the vanety of the raw material, solvents, and extraction methods used [23].

The interactions between process and raw material (p < 0.0001), process and solvent
(p =0.03), and raw material and solvent (p < 0.0001) presented significant effects in eval-
uating the antioxidant action against the ABTS radical (Figure 1C,D). In the same way
as the DPPH radical, the water bath extraction, the use of the dehydrated husk, and the
action of the water and ethanol mixture (1:1) showed prominence for extracting bioactive
compounds which provide antioxidant action against this radical (92.81%).

However, water (100%) is also highlighted for the ABTS in addition to the water
and ethanol mixture as an extracting solution. The literature reports that the use of
organic solvents such as ethanol mixed with water favors creating a polar environment,
facilitating the extraction of polyphenols from coffee husks. However, the use of water as
the only extraction solvent provides the extract with impurities such as organic acids and
sugars, which can interfere with phenolic quantification [24,25].

Andrade et al. [6] studied the extraction of bioactive compounds from coffee residues
(spent coffee grounds and coffee husks) using the ultrasound method and ethanol as an
extracting solution. These authors found lower values than in this work of 13.3% for the
husk and 10,6% for lees, which can be justified by the use of a different extracting solution
(ethanol).

According to Figure 1EF it is possible to observe different behavior of the extracts
with respect to FRAP. The highest antioxidant activity for the DPPH and ABTS methods
was measured by the dehydrated coffee husk together with a water and ethanol mixture
(1:1). The highest antioxidant activity for the FRAP method was found in the extract which
used the coffee husk in natura and ethanol as solvent (100%). The interaction between
process and raw material (p < 0,000}, process and solvent (p < 0.000), and raw material
and solvent {(p < 0.000) had a significant effect on the antioxidant activity measured for
this method. The extracts with the highest capacity to reduce the tron ion for conventional
water bath extraction were those that used the in natura husk with the ethanol:water (1:1)
(26394 umol TE/g,) and ethanol (100%) (1291.85 umol TE/g) extract solutions. However,
the extract which used ethanol extract solution (100%) but with the dehydrated husk also
showed satisfactory values (24259 umol TE/g). Moreover, the extract with the highest
capacity to reduce the iron ion in the ultrasound-assisted extraction was the extract obtained
with the ethanol extract solution (100%) using the dehydrated coffee (31364 umol TE/g).

Measuring FRAP antioxidant activity consists of the capacity of the antioxidant
compounds to reduce Fe™ to Fe?*, with this reaction being performed in an interval
of 30 min [26]. According to Barros et al. [12], this difference in behavior between the
methods can be explained by the fact that few phenolic compounds, such as quercetin,
cannot reduce Fe™* within 30 min, thus it does not enable its measurement within this
interval, requiring a greater reaction time than 30 min for its total quantification, in addition
to the fact that the reduction of iron may occur more quickly or does not depend on the
type of solvent. Therefore, these two factors may explain why ethanol presented higher
antioxidant activity than the other solvents.
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Mufioz et al. [27] evaluated the antioxidant capacity of green and roasted coffee by
FRAP analysis and found values of 21,04 ymol TE/ g and 23.25 umol TE /g, respectively.
Barros et al. [12] found a value of 722 umol TE/g in jabuticaba bark extract, where the
extraction of bioactive compounds was also performed with ultrasound and the mixture of
solvents water and ethanol as an extraction solution.

Therefore, it can generally be seen that the mixture of ethanol and water solvents
proved to be the most efficient solvent for extracting phenolic compounds from the cof-
fee husks in this study. According to Mokrani and Madane [24], the solubility of these
compounds mainly depends on the polarity of the solvent chosen to extract them, its poly-
merization degree, the interaction with other food components, and the formation of
insoluble complexes.

In addition to the use of the mixture, differences between the two extraction methods
were also observed, The extracts that were obtained through conventional water bath
extraction showed higher antioxidant activity compared to those by ultrasound-assisted
extraction. However, extracts obtained by ultrasound also presented satisfactory values in
the ABTS and FRAT analyses. According to Meregalli et al. [16], the use of conventional
water bath extraction is a more advantageous process compared to ultrasound-assisted
extraction, as the equipment is of high value, Therefore, it can be observed that the conven-
tional extraction used in this study could better obtain extracts which were rich in bioactive
compounds with high antioxidant activity from the coffee husks; thus, presenting an alter-
native use for the coffee husk, minimizing the amount of agro-industrial residue generated
by the coffee industry and adding value to it

Another relevant factor was the influence of the moisture content of the raw material,
i.e,, the use of the husk in natura (82.74% £ 0,60) or dehydrated {10.49% & 0.13). Itis
verified that the most satisfactory results were presented by the extracts which used the
dehydrated raw material. The drying process made the compounds present in the coffee
husk more concentrated when the water content was removed. However, Stepien et al. [25]
report that ideal conditions are needed in the drying process so that there are no adverse
changes in the chemical compasition of the raw material and that its bicactive properties
are preserved.

2.2, Determination of Biaactive Compounds

Table 2 shows the average values of total phenolic, total flavonoid, and condensed
tannin content of coffee husk extracts, and Figure 2 shows the effects of extraction variables
on the responses.

Table 2. Total phenolic content, total flavonolds, and condensed tannins extracted from coffee husk

Extraction 1 Total Phenolic  Total Flavonold  Condensed Tannins
Method (mg CAE/®) (mg CE/g) (mg CE/g)
EBE 31354 190 079 =012 1350+ 1.8
EBW 4251 4+ 072 0.63 =007 1743+ 07
EBM 95.00 4 139 281 =012 3707 + 1.9
ikl bath EBDE 45.20 4 190 41405 1512 408
EBDW 47.57 4+ 034 993 + 09 3592404
EBDM 97.89 + 0.72 453 41 7971 + 08
EUE 1654 + 218 075042 1273+ 01
EUW 34104+ 378 021 =016 17.04 £ 4
u it EUM 77.57 4 044 200 £ 0.19 237548
s EUDE 2674 4 299 516403 13.21 4 0.4
ELDW 36,16 + 326 46l 202 32 = 1.30
EUDM 90.95 + L.73 1569 £ 0.3 7253+ 101

CAE: Chlprogenic aod equivalente; CE Catechm equivalente
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Figure 2. (A} Effects of extraction variables for total phenolic. (B) Effects of interaction between extraction vanables for
total phenolic. (C) Effects of extraction variables for flavonolds. (D) Effects of interaction between extraction variables for
flavonoids. (E) Effects of extraction variables condensed tannins. (F) Effects of interaction between extraction variables for
condensed tannins

According to Figure 2A B, the statistical analysis showed that the interaction between
process and raw material (p = 0.001), process and solvent {p < 0.000), and raw material and
solvent (p < 0.000) had a significant effect on total phenolic content. The extracts obtained
by the conventional extraction method (water bath) were highlighted in the phenolic values
(31.35-97.89 mg CAE/g). Among these extracts, those which were elaborated with the
water and ethanol mixture (1:1) showed a higher value of 97.89 mg CAE/ g, as shown in
Table 2. However, the extract obtained with ultrasound also showed satisfactory results of
90.95 mg CAE/ g using the same extracting solution and both with dehydrated husks. Thus,
it can be observed that dehydration was a very important factor to concentrate and provide
higher phenolic compound levels, while the extracting solution with higher potential was
the water:ethanol mixture (1:1).

The antioxidant properties of the coffee husk are a consequence of the presence of
caffeine and chlorogenic acid, with these two being the bicactive compounds found in
greater abundance in coffee husks [6]. Chlorogenic acid belongs to the family of esters
formed by hydroxynamic acids, caffeic acid together with quinic acid, while caffeine
is found in several beverages of economic and cultural importance such as coffee, tea,
and soft drinks [29], Andrade etal, [6] studied coffee residues and found the presence of
total phenolic compounds ranging from 16.1 mg CAE/g to 151 mg CAE/g for husk and
from 24 mg CAE/g to 587.7 mg CAE/ g for spent coffee grounds using different extracting
solutions and extraction technigues,
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Regarding the total flavonoid analysis, according to Figure 2C,D it can be observed that
the statistics indicate that the process (p = 0.01), the raw material (p < 0.000), and the solvents
(p <0000} had a significant effect. In agreement with the other analyses of the study, the use
of the dehydrated husk was more efficient for extracting bioactive compounds from the
coffee husk. In relation to the conventional extraction (water bath), the extract obtained
with water (1001} and that used the dehydrated coffee husk presented a more expressive
result in the flavonoid content (9.93 mg CE/g), followed by the extract obtained with the
water and ethanol mixture (1:1) (4.53 mg CE/g). The extract which presented the best
result in the ultrasound-assisted extraction used the solvent mixture (15,69 mg CE/g).

The prominence of water as an extracting solution is attributed to the polarity of
the solvent and its affinity for extracting this type of phenolic compound. According to
Mokrani and Madane [24], there is not a single solvent capable of extracting all classes of
phenolic compounds from a sample simultaneously, so there are solvents which extract
ane type of compound better than another.

Therefore, the evaluation regarding the extracting solutions is very important, be-
cause the solubility of the phenolic compounds greatly depends on the chemical nature of
the sample and the polarity of the solvent used to extract them, as the quantity of these
compounds found in food is directly related to its antioxidant capacity |12]. Saada et al, [30]
found total flavonoid values of 2.58 mg CE/ g using ethanol (100%) and 2.8 mg CE/g using
an ethanol:water mixture (1:1), both by conventional extraction by maceration of the coffee
silverskin and coffee ground by-products, respectively.

In evaluating the condensed tannins, according to Figure 2E,F it can be observed
that the statistical analysis showed that the process (p < 0.000), raw matenal (p < 0.000),
and solvents (p < 0.000) presented significant effects. Furthermore, the use of dehydrated
husk and the water and ethanol mixture (1:1) presented greater efficiency with the water
bath extraction (79.71 mg CE/g).

Condensed tannins are formed by chains of catechin, epicatechin, and the esters
of gallic acid, which may be associated with potential health benefits [5]. The values
found in this study were higher than those highlighted by Saada et al. [30], who found
condensed tannin values in coffee silverskin and coffee ground by-products of 3.84 mg
CE/g and 0L997 mg CE/g, respectively, using conventional extraction by maceration,
Castaldo et al. [31] reports that tannins are mainly found in coffee pulp and husks,

2.3. Profile of Phenolic Componnds

The major phenolic compounds which were found in coffee husk extracts are presented
in Table 3, and the results are expressed in pug/g. The phenolic compound identified in
higher concentration in both extracts was chiorogenic acid, ranging from 16.64 to 337.07
ug/g. Gallic and caffeic acids were also identified, however, in lower concentrations,
The phenolic compounds which represent the main phenolic amount in coffee beans and
which are most discussed in the literature are chlorogenic acids and their metabolites [6,7].
Thus, several studies involving coffee beans and their by-products have identified and
quantified phenolic acids such as chlorogenic, gallic, and caffeic acids [23,27,31,32] in these
matrices, being in accordance with the compounds identified in this study.

The best way to extract these compounds was by the conventional method (water bath)
using the dehydrated husk and ethanol:water solvent mixture (1:1), being in accordance
with the results of total phenolic compounds for which the same extract obtained the best
result in the recovery of the compounds. However, extracts that used water as a solvent
(100r%) by both the conventional method and by ultrasound-assisted extraction were also
able to recover amounts of chlorogenic, gallic, and caffeic acid.
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Table 3. Profile of major phenolic compounds from coffee husk extracts.
Gallic Acid Chlorogenic Acid Caffeic Acid
E:::“ﬂ:i:“ Extract tuglg) (ug/g) (uglg)
Ry = 4.67 min Ry = 6.03 min Ry =7.28 min
FBE 308 + 0.04 2935 4252 1.61 + 035
EBW 445 4084 1964 4 3.30 132 4 026
Sl EBM 217 + 007 2593 + 0.84 1.40 4+ 0.10
it EBDE Nd 6749 + 1,01 1.27 + 001
EBDW 6022 + 195 220,89 + 1251 276+ 049
EBDM 2081 + 453 337.07 4 9.88 615 + 060
EUE 072 + 022 2478 + 2.86 1.38 4+ 011
EUW 1914015 27.99 + 0,55 123+ 015
EUM 2414077 2764 + 168 195 + 0.3
Ubteasound EUDE Nd 37.29 + 1,35 119 + 004
EUDW 33154415 178.68 + 7.56 335 4 0.02
EUDM 2552 4 458 304.36 + 1301 4534 1M

2y = retentsan tme (min)

2.4, Principal Component Analysis (PCA)

The analysis of principal components was applied to generally evaluate the behavior
of the extraction methods, the extracting solutions, and the dehydration of the coffee
husk through the results oblained from the antioxidant activity, total phenolic compounds,
total flavonoids, condensed tannins, and the profile of the extracted compounds {Figure 3).
The F1 and F2 principal components presented variance of 63.63% and 13.82%, respectively.

Wiplot {axes Fi and F2: 77,46 %)

Vot prancie

Figure 3. Principal component analysis (PCA}

According to Figure 3, it is noted that the extracts which presented greater antioxidant
action against the DPPH and ABTS radicals were those which used the dehydrated coffee
husks, both through the conventional water bath extraction and by ultrasound-assisted
using the water and ethanol solvent mixture (1:1) or only water (100%). The total phenolic
compounds, total flavonoids, and tannins are observed in the same grouping, as well as
the compounds identified in the phenolic profile (chlorogenic, galic, and caffeic acids),
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indicating the antioxidant action of these compounds present in the extracts. According to
Araujo et al, [21], the antioxidant activity of vegetable raw materials is often related to the
presence of bioactive compounds. Andrade et al. [6] evaluated the extraction of phenolic
compounds in coffee husks and also identified compounds such as chlorogenic acid,
gallic acid, and caffeic acid,

3. Materials and Methods
3.1, Experimental Design

The extraction study of the compounds was carried out using the conventional (water
bath) and unconventional (ultrasound) extraction method with three solvent systems
(water, ethanol, and the 1:1 mixture), as shown in Figure 4, both in the in natura husgk and
in the dehydrated husk.

Ultrasound assisted extraction
3sec/in

. Exteet 7EVE
| Raw matersal @ matura

|

|

|
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; |
| Raw material i samua

L twme |

Extract 9 EOM | |
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|
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Eatract 12 EUDM |
Dry maw maseriad <

Figure 4. Representative scheme of extraction procedure

3.2, Husk Defeydration

The coffee husks used in the work were supplied by a company that produces 100"
arabica and typica coffee, located in the city of Taquaritinga do Norte, PE, Brazil (Latitude:
~7.BB8(8, 3675733" West). The raw material was used both in its fresh form with a moisture
content of 82.74 =+ 0.60% and after going through an oven drying process with forced
air circulabion at 40 °C for 48 h and then ground in a ball mill (Solab, Sio Paulo, Brazil),
presenting a final moisture content of 10.49 £ 0.13%,

3.3, Extraction Procedure

The extraction solution (100% water or 100% ethanol or water + 1:1 ethanol) and the
extraction methods applied were selected based on studies in the literature [6,29,33-35].

The extraction in a water bath was performed following the methodology of Neto [35].

The raw matenal (in natura husk or dehydrated husk) was homogenized manually for
5 min with the extracting solution 1:10 (p:v), subjected to incubation in a water bath (Cientec,
CT 245-9, Sio Paulo, Brazil) at 60 °C for 1 h. Then, the mixture was centrifuged at 3500« ¢
for 20 min at 10 "C {Solab, SL 706, Sao Paulo, Brazil), and the supematants were collected
and filtered on qualitative filter paper (80 g-m %),

Ultrasound extraction (UE) was performed following the methodolegy of Andrade
etal 6], with adaptations. The extraction was carnied out for 1 h with an extractor solution
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Of 1:10 {piv) at a temperature of 35 “C. Then, the mixture was centrifuged at 3500« ¢ for
20 min at 10 “C (Solab, SL 706, Sao Paulo, Brazil), and the supernatants were collected and
filtered on qualitative filter paper (80 g-m 7). The equipment used was an ultrasonic bath
(Marconi, Sao Paulo, Brazil), operating at a frequency of 40 kHz and power of 220 V.

3.4, Antioxidant Activity
34.1. Sequestering Activity for the 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Radical (DPPHe)

The ability of coffee husk extracts to sequester the DPPHe radical was determined
according to the method described by Brand-Williams, Cuvelier, and Berset [30]. The radical
elimination activity according to the antioxidant capacity of the extracts coffee husk was
verified at 515 nm in a UV-Vis spectrophotometer (Quimis, Sdo Paulo, Brazil) in triplicate.
The antioxidant potential of the samples was expressed as the percent inhibition of the
DPPHe radical, according to Equation (1),

(ADPPH — Aextract)

“Solnhibition = ADPPH

] =« 100 (0]

3.4.2. Sequestering Activity for the 2.2-Azino-bis (3-Ethylbeothiazoline}-6-Sulphonic Acid
Radical (ABTSe+)

The ability to sequester the ABTSe+ radical was determined according to the method
proposed by Re et al. [37]. The radical elimination activity was verified according to the
antioxidant capacity of the coffee husk extracts at 734 nm in a UV-Vis spectrophotometer
(Quimis, Sao Paulo, Brazil). The antioxidant potential of the samples was expressed as the
percentage of inhibition of the ABTSe+ radical, according to Equation (2).

Y Inhibition = x 100 2)

{Abs. ABTS — Aextract)
Abs. ABTS

3.4.3. Ferrtc Reducing Antioxidant Power (FRAP)

The fernc reducing capacity was evaluated using the ferric reducing anboxidant
power (FRAP) method described by Benzie and Strain [26]. According to the antioxidant
potential, the ability of the coffee husk extracts to reduce iron (Fe?') to the ferrous form
(Fe*') was verified at 393 nm in a UV-VIS spectrophotometer (Quimis, Sao Paulo, Brazil),
Based on the calibration curve prepared with different concentrations of Trolox (50-1000
UM), the results were expressed as the equivalent of pmol of Trolox /g of sample,

344 Total Phenolic Content (TPC)

The content of total phenolic compounds was determined to the according Folin-
Ciocalteau methed proposed by Singleton and Rossi [35], adapted by Andrade etal. [6].
Briefly, the eaction mixture was composed by 0.1 mL of extract, 7.9 mL of distilled water,
0.5 of Folin-Ciocalteau reagent and 1.5 mL of 20% sodium carbonate. The flasks were agi-
tated, held for 2 hand absorbance was mensured at 465 nm. TPC was calculated according
to a standard curve, prepared with chlorogenic acid and the results were expressed in
milligrams of equivalent chlorogenic acid (CAE) per gram of sample {mg CAE/g).

3.4.5. Total Flavonoid Content

The content of total flavonoids was determined to the according method proposed by
Zhishem et al. | 39] with some adaptations. The reaction system was carried out through
0.15 mL of NaNQ;, waiting to react for 5 min, followed by the addition of (.15 mL of AICly
and waiting for the reaction to proceed for 6 min. Finally, 1.0 mL of NaOH and 1.2 mL of
distilled water were added. The absorbance readings were performed on a spectropho-
tometer UV-VIS (Quimis, Q798U, Sao Paulo, Brazil), at 510 nm. The quantification of total
flavonoids in the extracts was performed using a standard curve prepared with catechin
and expressed in milligrams equivalent of catechin (CE) per gram of sample (mg CE/g).

55



Maolecules 2021, 26, 46

ofld

3.4.6. Condensed Tannins

The content condensed tannins was determined to the according method proposcd
by Broadhurst & Jone [10]. Aliquot of 30 uL. of the extract was mixed with 900 pL of 4%,
(/) vanillin prepared with methanol and then 450 uL of concentrated HCl was added.
The mixture was incubated at room temperature for 20 min under light. The absorbance
reading was performed at 300 nm using the UV /Visible spectrophotometer (Quimis,
Q798U, Sao Paulo, Brazil). The quantification was performed using a standard curve
prepared with catechin and expressed in milligrams equivalent of catechin (CE) per gram
of sample (mg CE/g).

3.5. Profile of Phenotic Compounds

The identification and the relative quantification of the phenolic compounds present
inthe cotfee husk extracts were achievd by a liquid chromatography (HI'LC) in reverse
phase using a C18 columm (4.6 mm x length 250 mm, 5 p particle size, Varian, Santa Clara,
EUA) and UV/VIS detector. An aliquot of 20 uL of each solution was injected into the
HPLC columm mamtained at 40 “C using a maobile phase consisting of acetonitrile /0,1%
formic acid (15:85, /) flowing at a flow rate of 0.8 mL min~ ! The quantification was based
on external standard method by comparison with the retention time of pure standards of
phenolic compounds. For all samples, the final concentration of the compounds was be
determined by averaging the results of three consecutive injections [6].

3.6, Statistical Amalysis

Analysis of the influence of extraction variables (process, obtaining raw material,
and extracting solution) on the antioxidant activity and the of content total phenolic
compounds and total flavonoids by analysis of variance (ANOVA) using the Minitab 16%
software (Minitab Inc., State College, PA, USA) with a 95% confidence level (p-value <
0.05). Principal component analysis (PCA) was performed using XLSTAT software version
5.03 (Addinsoft, New York, NY, USA, 2014).

4. Conclusions

The use of coffee husk as a raw material for extract obtention is a promising strategy
due to the presence of bioactive compounds with antioxidant action. Besides, the use of
coffee husks helps to minimize the amount of agro-industrial waste while adding additional
value to this specific waste. In this study, the conventional and unconventional methods
of extraction were efficient in the process, with the extraction by water bath being better
than extraction by ultrasound, which also had the benefit of low cost. The best extracting
solution was the water:ethanol (1:1) mixture, showing greater efficiency in the antioxidant
compounds recovery from the coffee husk extracts, as well as the use of the dehydrated
raw material,

Therefore, future studies on the application of these extracts by the food industry
should be carried out, such as the subsequent drying of the extraction. The powder
compounds will facilitate the insertion into processed products, such as meat producls
or packaging, acting as a natural antioxidant able to inhibit lipidic and protein oxidation
reactions.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo pode-se constatar que a
utilizacdo da casca de café se mostrou eficiente como uma matéria-prima para obtencéo de
extratos com elevado potencial antioxidante. Além do mais, a utilizacdo da casca de café
auxilia minimizando a quantidade de subprodutos agroindustriais gerados pela industria
cafeeira, agregando valor ao produto.

Ambos os métodos de extracdo, convencional (solido-liquido com temperatura de 60
°C em banho-maria) e ndo convencional (ultrassom), apresentaram resultados eficientes para
recuperacdo dos compostos bioativos e consequentemente a obtencdo de extratos com elevado
potencial antioxidante. No entanto, a extracdo convencional apresentou maior destaque, sendo
este um processo mais vantajoso frente a extracdo assistida por ultrassom, uma vez que
extracdo convencional apresenta baixo custo. A mistura de solventes agua: etanol (1:1) foi a
solucdo extratora mais eficiente na extracdo dos compostos fendlicos da casca do café, bem
como a utilizacdo da matéria-prima desidratada.

Os compostos fendlicos majoritarios encontrados em ambos os extratos foram o acido
galico, cafeico e clorogénico, sendo este Ultimo o composto identificado em maior
concentragdo em todos os extratos.

Estudos futuros sobre a aplicacdo desses extratos pela industria de alimentos devem
ser realizados, como a posterior secagem dos extratos. Os extratos em po facilitardo a insercédo
em produtos processados, como produtos carneos ou embalagens, atuando como um
antioxidante natural capaz de inibir reacGes de oxidacdo lipidica e proteica. Bem como, novos
estudos tanto in vitro como in vivo, sobre outras possiveis atividades biolégicas dos extratos

da casca de café.



