14

1. INTRODUCAO

Desde 2000, quando foi langado no mercado, o consumo de café espresso
em capsulas vem crescendo e ja ultrapassa 20 bilhdes de unidades, movimentando
em torno de 17 bilhdes de ddlares por ano s6 na Europa (GETTY, 2010). Esse
aumento tem como consequéncia a geracdo de grande quantidade de borra,
fazendo-se necessario o estudo de processos tecnolégicos que agreguem valor ao

residuo proporcionando oportunidades de reaproveitamento do mesmo.

A fracdo lipidica da borra de café espresso pode vir a ser um produto de
interesse das indastrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. O 6leo de café
apresenta um perfil de volateis representativo do flavor do grdo com propriedades
benéficas geralmente associadas, como atividade antioxidante e protecdo em
relagdo a radiacdo UV. (ARRUDA, et al., 2012).

O processo convencional de obtencdo de 6leos vegetais é realizado por
prensagem da matéria-prima seguida, em geral, da extracdo com hexano. Este
solvente é inflamavel e mais denso que o ar, colocando em risco os empregados e
comunidades préximas a fabrica (FREITAS, 2007).

Para cada tonelada de grdo processado, cerca de 2 litros de solvente séo
perdidos para o meio ambiente. Por esta razdo, o processo de extracdo de 0leos
vegetais é considerado pelos 6rgdos de protecdo ambiental como um dos maiores
responsaveis pela emissdo de gases do efeito estufa (SCHWARZBACH, 1997). A
busca de alternativas para substituicdo de solventes de origem fdssil na extracdo de
Oleos vegetais tem como meta reduzir a dependéncia tecnoldgica em relacdo aos
derivados de petréleo, além da preservagdo do meio ambiente e do homem. O uso
do alcool etilico para substituir o hexano apresenta boas perspectivas, uma vez que
o etanol pode ser obtido a partir de diferentes fontes renovaveis, a precos
competitivos (FREITAS, 2000).
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O d6leo de café torrado € um produto que possui alto valor agregado como
aromatizante natural, para as industrias de doces, biscoitos, bombons, café
instantaneo, café gelado, sorvetes, sobremesas, café capuccino, pudins, e produtos
a base de leite, dado ao seu aroma pronunciado e agradavel. Na industria de café
soluvel, o 6leo de café torrado € incorporado como realgador de sabor (KOCH et al.,
1994)

Na industria de cosméticos, o Oleo de café é aplicado na formulagédo de
produtos onde se deseja principalmente, (i) bloquear as radiagbes UV nocivas a
pele, (ii) hidratar, lubrificar e melhorar a textura da pele, além de promover a
regeneracdo da camada hidrolipidica da mesma (GROLLIER e PLESSIS, 1988;
CONNOCK, 1999).

O presente trabalho visou caracterizar o 6leo extraido com etanol a partir da
borra de café espresso comercializado em capsulas. Para este fim foram avaliados o
perfil de volateis por Headspace — Microextracdo em fase sdlida — Cromatografia
gasosa — Espectrometria de massas (HS-MEFS-CG-EM), a atividade antioxidante e

o fator de protegéo solar (FPS).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Caracterizar, quanto a funcionalidade, o extrato etandlico da borra de café
espresso de diferentes origens, comercializado em cépsulas.

Objetivos especificos:

¢ Obter o extrato com etanol anidro, a partir da borra desidratada;

e Avaliar o perfil de volateis por microextracdo em fase sdlida, seguida de
separagdo cromatogréfica em fase gasosa, acoplada ao espectrdmetro de
massas (HS-MEFS-CG-EM);

e Comparar os resultados das diferentes amostras usando o método estatistico
por andlise de componentes principais.

e Determinar a capacidade antioxidante por meio do acompanhamento
espectrofotométrico de estabilizacdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPHe .);

e Determinar o fator de protegdo solar (FPS) por meio da absorgédo na regiéo
ultravioleta (UV).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Café

O café é uma das bebidas mais populares e consumidas em todo o mundo.
Na natureza, existem algumas espécies do género Coffea, dentre elas, Coffea
canephora ou “Café Robusta” e Coffea arabica ou “Café Arabica” séo as espécies de
maior valor comercial, chegando a 75% da producéo total (WINTGENS, 2009). O
café arabica é considerado de melhor qualidade devido a presenca de substancias
caracteristicas do flavor que sdo produzidas durante a torra do grdo a partir,
principalmente, de agucares e proteinas, que conferem propriedades organolépticas
agradaveis a bebida (BERTRAND et al., 2003). J& a variedade robusta possui um
valor comercial menor e é muito utilizado na indlstria para a producdo de café

solavel, por possuir maior teor de solidos soluveis (CLARKE e VITZHUM, 2001).

O gréo de café cru é composto por mais de 2000 substancias divididas em
diferentes classes. Boa parte das substancias caracteristicas do aroma da bebida do
café é formada durante o processo de torra do gréo pelas “Rea¢des de Maillard” e
“Degradacéao de Strecker” (ALVES et al., 2009; HECIMOVIC et al, 2011). A tabela 1

apresenta a composi¢ao quimica dos cafés robusta e arabica.

Tabela 1: Composicao quimica do grao cru de cafés arabica e robusta (% em base seca)

Composicéo Robusta Arabica
Cafeina 16-24 0,90-1,2
Lipidios 9,0-13 12-18
Acidos clorogénicos 7,0-10 55-8,0
Oligossacarideos 50-7,0 6,0-8,0
Polissacarideos 37 -57 50 - 55
Aminoéacidos 2,0 2,0
Proteinas 11 -13 11 -13
Minerais 40-45 30-42

Fonte: Cortez, (2001)
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Segundo a International Coffee Organization (ICO), foram produzidas 7
milhées de toneladas de gréos de café em 2011 (ICO, 2012). O Brasil € o maior
produtor de café, sendo responséavel por 32,4% da producdo mundial. Além de maior
produtor, o Brasil € o segundo maior consumidor, sendo superado pelos Estados
Unidos. Quando calculado o consumo per capita, alguns paises como Dinamarca,
Finlandia e Noruega também ultrapassam o Brasil, chegando a um consumo anual
de aproximadamente 13 kg de café/habitante. Entretanto, o consumo do café no
Brasil é crescente nas Ultimas décadas, como mostra a série histérica ilustrada na
figura 1 (ABIC, 2012).
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Figura 1 — Consumo de café no Brasil nos Ultimos 20 anos.
Fonte: ABIC (2012)

O aumento do consumo interno foi de 5,34 % de 2011 para 2012. Segundo a
Associacdo Brasileira da Indastria do Café (ABIC), o aumento no consumo
observado nos ultimos anos deve-se, principalmente ao crescimento do consumo
fora do lar, a entrada no mercado de novos produtos inovadores e a melhoria da
gualidade, com a ampliagcdo da oferta de produtos diferenciados (ABIC, 2012). O
café espresso € uma bebida que se enquadra neste novo perfil do consumidor
brasileiro, que procura produtos de qualidade e pode pagar um pre¢co maior por isso,

devido a situac@o econdmica favoravel do pais.
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3.2. Aproveitamento de residuos da agroindustria

Ao longo dos ultimos anos muitos esforgos tém sido feitos para a valorizacéo
dos residuos e coprodutos agroindustriais, através de processos que transformam

estes rejeitos em novos produtos com alto valor agregado (MAKRIS et al., 2007).

Entretanto, no Brasil, ainda existem poucas iniciativas para a utilizagdo em
grande escala da maior parte dos residuos agroindustriais. Considerando o0s
impactos negativos no meio ambiente, que tem contribuido para o aumento nos
problemas de salde ocupacional, associados a degradacdo do ar, agua e
vegetacdo, € imperativo que se concentre esforcos para desenvolver solugbes
concretas para o uso de residuos com potencial para contribuir na oferta de novos

produtos de alto valor agregado.

Existem hoje alguns grupos de pesquisa dedicados a produzir conhecimento
e tecnologia para aproveitamento de residuos da agroindulstria, através de
metodologias mais limpas, gerando materiais com propriedades nutracéuticas,
funcionais e bioativas (atividades antioxidante, antimicrobiana, antialergénica,
antiaterogénica, anti-inflamatoria, antitrombdtica ou efeitos cardioprotetores ou
vasodilatadoras) (MELLO, 2006; CRUZ et al., 2011; PAGE et al., 2012; SILVA, et al.,
2012).

O residuo da industria de vinho e suco de uva, por exemplo, é rico em
polifendis que apresentam potencial antioxidante, auxiliando os organismos vivos no
combate aos radicais livres e ao stress oxidativo (SPIGNO et al., 2007). Usando
etanol e metanol como solventes, Casazza et al. (2010) compararam a extracao de
compostos fendlicos da semente e casca de uva com 4 diferentes técnicas: extracao
em shaker, extragdo em microondas, extracdo em ultrassom e extracdo em reator
com controle de presséo (200 bar) e temperatura (350 °C). Os compostos fendlicos
foram medidos quali e quantitativamente por métodos absorciométricos e
cromatograficos. O extrato etandlico apresentou maior capacidade antioxidante de
146 £ 04 e 1,1 + 0,3 plexra/MgoPPH. . para a semente e casca de uva,

respectivamente.
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Um dos residuos de biomassa mais pesquisados atualmente no Brasil € o
bagaco da cana de agucar, gerado em grandes quantidades pelo setor
sucroalcooleiro. Dantas Filho (2009) mostrou que o bagaco é um produto viavel
técnica e economicamente na geracdo de energia elétrica e concluiu que alguns
custos envolvidos no processo tendem a cair com a curva de aprendizado e o
aumento da escala de producdo. Estudos recentes de viabilidade técnica e
econdmica constataram a potencialidade desta biomassa lignoceluldsica para
producéo do etanol de segunda geragédo (ADEN & FAUS, 2009; SASSNERS, GALBI
& ZACCHI, 2008; LYND et al.,2005). Segundo Gnansounou e Dariat (2010) o etanol
de segunda geracdo serd comercializado nas proximas décadas, a precos
competitivos, como energia renovavel para transporte e ressalta que o bagaco de
cana, principal residuo da producdo de etanol convencional no Brasil € a biomassa
mais promissora. Este fato coloca o pais em uma posi¢do de destaque na producao

de bioetanol.

O etanol, além de apresentar a vantagem de ser um solvente obtido a partir
de fontes renovaveis e ser menos toxico que os solventes derivados de fontes
fésseis, j& é produzido no Brasil em grande escala, com potencial para ampliar sua
oferta nas proximas décadas. A extracdo do Oleo de café com élcool etilico € mais
recomendada dos pontos de vista ambiental e da salude ocupacional, e podera ser
muito vantajosa, pois seu carater mais polar que o hexano (solvente mais utilizado
na indastria de Oleos) permite carrear substancias caracteristicas do flavor,
compostos fendlicos, que sdo os maiores responsaveis pelo potencial antioxidante
do café, e diterpenos como caveol e cafestol, que sdo associados a protecdo contra
raios UV (KOHL et al., 2003).

3.3. Borrade café

A bebida do café é preparada com 4gua quente e, quando se trata de café
espresso, utiliza-se pressdo (entre 10 e 20 bar) para favorecer a extragdo de
compostos que contribuem para uma maior qualidade sensorial da bebida. O
material insollvel resultante da extracdo da bebida do café a quente é chamado
borra de café. A borra é um residuo que ainda ndo possui valor comercial e

usualmente é descartado. Nos Ultimos anos, a necessidade de mitigacdo de
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residuos e protecdo ambiental tem estimulado pesquisas que visam o uso da borra
como fonte de novos compostos de interesse industrial (ZUORRO e LAVECCHIA,
2012).

As principais fontes de borra de café séo as cafeterias comerciais que utilizam
majoritariamente o café do tipo ardbica para o preparo do café espresso e a industria
de café solavel, que por sua vez faz maior uso do café robusta e é responsavel por
quase 50% da geracao total de borra de café em todo o mundo (RAMALAKSHMI et
al., 2009; PANUSA et al.,, 2013). Em média, para cada tonelada de café verde
obtém-se cerca de 550 kg da borra. O café sollvel possui apenas 0,1% de lipidios,
em base seca, enquanto a borra possui cerca de 20% (VEGRO e CARVALHO,
2006; FREITAS, 2000).

A Tabela 2 ilustra as faixas de composi¢cdo centesimal da borra de café a
partir dos trabalhos publicados por Ravindranath et al. (1972), Adams e Dougan
(1985), Lago (2001) e Azevedo (2007).

Tabela 2 — Composicdo da borra de café

Substéncia (% em base seca)
Proteina 10,7 - 19,9
Lipidio 7,90 - 27,0
Carboidrato 5,70
Cinzas 0,490
Fibra 14,0 -44,0

Fontes: Ravindranath et al. (1972), Adams e Dougan (1985), Lago (2001) e Azevedo (2007)

Cada vez mais a aplicabilidade da borra de café desperta interesse
socioecondmico de diversas areas. Laranja (2001) sugeriu a utilizacdo da borra de
café como alternativa aos inseticidas tradicionais, pois altas concentracdes de
cafeina prejudicam o desenvolvimento, aumentam a taxa de mortalidade e diminuem
a longevidade do mosquito Aedes aegypti (transmissor da dengue e febre amarela).
J& Utomo e Hunter, (2006) aplicaram a borra de café na remogéo de ions metalicos

como Cd**, zn*, Pb* e Cu®" em amostras de 4guas contaminadas. Em um estudo
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mais recente, Leite et al. (2011) verificaram que o produto final da compostagem da
borra de café fornece ao solo uma variedade nutricional que pode ser util na

agricultura.

Outra vertente crescente € o reaproveitamento para obtencdo de compostos
com potencial bioativo, onde o residuo € tratado ainda como um produto natural
capaz de fornecer substancias de interesses diversos. O café € rico em acidos
clorogénicos e compostos fendlicos que apresentam alta capacidade antioxidante in
vitro. A presenca destes compostos, que apresentam efeitos benéficos para a
saude, torna a borra de café uma potencial fonte de antioxidantes naturais e tem
motivado diversas pesquisas (YEN et al.,, 2005; FARAH e DONANGELO, 2006;
BREZOVA et al., 2009; DAi e MUMPER, 2010; ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012).

Em uma interessante discussdo sobre o uso da borra de café como
combustivel para caldeiras na industria de café soltuvel no Brasil, Silva et al. (1998)
concluiram que este residuo é um excelente combustivel, pois possui um calor de
combustdo maior que outros tipos de biomassa utilizados para a mesma finalidade.
Estudos e acOes que aperfeicoem algumas etapas limitantes como a secagem e
estocagem da borra e que, adicionalmente, possam fornecer as principais
caracteristicas fisicas das particulas, como didmetro, esfericidade, area superficial e
temperatura de ignicdo espontanea, podera tornar a industria de café solavel

autosuficiente em energia térmica.

O reaproveitamento da borra de café para fins energéticos € um bom exemplo
do potencial para a industria quimica e industrias afins colaborarem com os
principios da Quimica Verde. Considerando que a borra de café contém substancias
funcionais, tanto do ponto de vista organoléptico quanto do ponto de vista bioativo, a
iniciativa de estudos mais especificos que confirmem e quantifiquem a presenca
desses compostos podem agregar valor ao residuo, justificando aplicagdes mais

nobres na formulag&o de alimentos, cosméticos e farmacos.

3.4. Processo de extragdo com solvente

O processo de extracdo industrial utilizando solventes (geralmente hexano) é
realizado em fluxo contra-corrente cruzado em multiplos estagios de extracéo,

promovendo uma remocédo maxima do soluto (lixiviacdo). Nesta forma de operacéo,
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o potencial médio de transferéncia de massa é maximizado. Quando a extracéo é
conduzida em batelada simples, o transporte de massa € limitado pela solubilidade

do soluto no solvente extrator, nas condi¢gdes termodinamicas selecionadas (T, P).

3.5. Oleo de café

O dleo de café ja é usualmente utilizado como aromatizante na formulagéo de
alimentos e cosméticos. O 6leo de café verde é rico em matéria insaponificavel e os
componentes presentes nessa fracdo, principalmente o0s esterdis, possuem
propriedades cosméticas de interesse industrial tais como: retencdo de umidade,
absorgéo pela pele, aderéncia, entre outras. O 6leo de café torrado, que pode ser
obtido por prensagem dos graos torrados ou por meio da extragdo com solvente a
partir da borra de café solavel previamente seca, tem sua utilizagdo direcionada a
produtos alimenticios, como recheios de balas ou como realgador do sabor. Pode
ser utilizado também para melhorar as caracteristicas sensoriais do café soltvel, na
fabricacdo de café gelado, café enlatado, cappuccinos, pudins, produtos lacteos,

produtos de confeitaria, sobremesas e sorvetes (FERRARI et al., 2010).

Os lipidios sdo componentes importantes da bebida e do aroma do café
Estes, durante a torra, formam uma camada protetora na superficie do grédo que
reduz a perda de compostos de aroma por volatilizagdo (CLIFFORD e WILSON,
1985). Todo 6leo graxo é composto majoritariamente por triglicerideos, substancia
composta de uma molécula de glicerina e trés moléculas de &cidos graxos cujo
comprimento da cadeia carbbnica e o grau de insaturagdo determinam suas

propriedades fisicas e quimicas (OLIVEIRA, 2003).

Os &cidos graxos mais abundantes nas sementes oleaginosas séo: 4cido
laurico (12:0), &cido miristico (14:0), acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0),
acido oleico (18:1), &cido linoleico (18:2), &cido linolénico (18:3) e é&cido erucico
(22:1). Os principais componentes dos &cidos graxos descritos por Folstar (1985)
para 6leo de C. arabica foram: acido miristico (0,2 %) &cido palmitico (35,2 a 36,7
%), acido esteérico (7,2 a 9,7 %), acido oleico (9,5 a 11,9 %), acido linoleico (41,2 a
42,6 %), acido linolénico (1,3 a 2,7%) e acido araquidénico (0,3 a 1,5 %). Estes

nameros estdo em concordancia com os resultados de Kaufmann e Hamsagar
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(1962), que também encontraram o &cido palmitico e o &cido linoléico como

principais acidos graxos de C. arabica.

Arruda et al, (2009) avaliaram a composi¢cdo em 4cidos graxos, o teor de
fendlicos totais, a atividade antioxidante, o fator de protecdo solar e o perfil de
volateis (HS-MEFS-CG-EM) em extratos etandlicos de cafés torrados. Os gréos
foram colhidos em diferentes estaddios de maturagdo (verde, cereja e bdia). Ndo
foram observadas diferencas significativas na composigdo em &cidos graxos entre
0s 0Oleos obtidos a partir dos diferentes estadios de maturagdo dos frutos. Entretanto,
o café verde apresentou o menor teor de compostos fendlicos, quando comparado
aos cafés cereja e bdia, tendo sido observada forte correlacdo com a atividade
antioxidante. Os diterpenos caveol e cafestol também foram maiores para os cafés

cereja e boia, indicando uma correla¢do com o fator de protecdo solar.

As principais classes de substancias presentes no aroma do 6leo do café, e ja
reportadas na literatura, sdo aldeidos, cetonas, furanos, piridinas, pirazinas,
fendlicos, pirréis, inddis, lactonas e ésteres. A maioria desses compostos é
conhecida como produtos da reacdo entre aminodcidos e acucares (Reacdo de
Maillard), da degradacdo de acuUcares e lipideos (Degradacdo de Strecker), bem
como das interacdes entre intermedidrios de degradacé@o. Outros compostos que
ndo sédo formados pelas reagbes supracitadas, surgem a partir de substancias
menos volateis presentes no grdo do café como acido caféico, acido quinico e os
acidos clorogénicos (MASON, et al.,, 1955; ILLY & VIANI, 1995; MAYER, 2000;
MOON e SHIBAMOTO, 2010). Pela complexidade e riqueza da fracdo volatil do
Oleo, torna-se viavel estudar sua aplicacdo para finalidades nobres na industria

alimenticia, como fator emulsificante ou aromatizante em formulacées especificas.

3.6. Micro extragdo em fase sélida (MEFS)

As técnicas de isolamento de compostos volateis devem ser econdmicas,
rapidas, apresentar baixa discriminagdo quanto a volatilidade e funcdo quimica das
substancias presentes, ndo promover alteracdo das estruturas quimicas, reduzir o
uso de solventes, em consonancia com o0 avango do enquadramento das
metodologias analiticas nos principios da quimica verde, minimizar manipulagdo da

matriz, etc. A partir destes pré-requisitos, a técnica de micro-extracdo em fase soélida
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com amostragem no Headspace (SPME, sigla em inglés) vem sendo utilizada
intensivamente e se mostrou vantajosa se comparada a técnicas mais classicas
como a extragdo por destilagdes simultaneas (SDE, sigla em inglés), Headspace e
Headspace com injecéo a frio na entrada da coluna (cold on-column injection, em
inglés) (ELMORE, ERBAHADIR, & MOTTRAM, 1997; JELEN, WLAZLY,
WASOWICZ, e KAMINSKI, 1998; PENTON, 1997; STEVENSON e CHEN, 1996;
XIAOGEN e PEPPARD, 1994, CAPRIOLI et al., 2012).

A MEFS é uma técnica de extragdo e pré-concentracdo de analitos que
prescinde o uso de solventes, pois nela utiliza-se uma seringa com um bastéo fino
(geralmente de silica fundida) cuja extremidade é recoberta por um filme polimérico
que funciona como adsorvente (h& particho e adsorcdo) para as substancias
volatilizadas da matriz, para o Headspace. Este sistema de captura dos volateis
deve ser realizado em vaso hermeticamente fechado para evitar perda de massa. A
MEFS é um processo baseado em equilibrios simultdneos entre matriz-Headspace,
Headspace-adsorvente, Headspace-parede do frasco, interagéo dos analitos entre si
e, eventualmente, Headspace-bastdo usado como suporte para a fibra adsorvente.
Neste caso, define-se como Headspace as substancias em fase gasosa em

equilibrio com a matriz nas fases liquida ou solida.

Existem diferentes tipos de materiais disponiveis comercialmente para a
captura dos volateis por MEFS, como o polidimetilsiloxano (PDMS), um
recobrimento liquido e a poliacrilamida, um sdélido cristalino que se torna liquido a
temperaturas mais altas. Ambos extraem os analitos por partigdo. Outros
recobrimentos, PDMS/Carboxen (CAR), PDMS/divinil-benzeno (DVB), Carbowax—
DVB sdo chamados de fibras mistas, onde a captura dos volateis ocorre
predominantemente por adsor¢do. Independentemente da natureza do
recobrimento, os analitos inicialmente aderem & superficie; migram para o interior da
fase estacionaria ou permanecem na superficie, dependendo do coeficiente de
difusdo das moléculas na fase utilizada. Os coeficientes de difusdo das moléculas
organicas em PDMS séo semelhantes aos estabelecidos nos solventes liquidos, o
que torna a extragdo mais rapida. Entretanto, a extragéo feita por polimeros porosos

é baseada em forgas moleculares mais fracas.
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A quantidade de sitios superficiais de sorcdo é limitada e quando a ocupacao
se completa ndo ha possibilidade de reter mais analitos. Este comportamento
normalmente provoca a reducdo da faixa linear de concentracdo. Além disso,
enquanto a absorcdo € um processo ndo competitivo, a adsorgéo €, por definigéo,
competitiva, e a molécula com maior afinidade pode substituir outra de menor
afinidade. A quantidade de analitos extraida é mais afetada pela composicédo da
matriz quando predominam os fendmenos de adsor¢do se comparado aos
fendmenos de absorgdo (PAWLISZYN et al., 1999).

A MEFS quando aplicada diretamente do headspace (HS-MEFS), o equilibrio
ocorre entre a fase gasosa acima da amostra, que pode ser liquida ou sdlida, e o
material utilizado na seringa para captura dos compostos. O processo € bem rapido,
pois a difusdo dos analitos na fase vapor € muito maior que a difusdo em solucéo
(ZHANG e PAWLINZING, 1993).

De fato, HS—-MEFS reduz bastante o tempo de extracdo até poucos minutos,
sem perda de sensibilidade, mesmo para compostos com altos pontos de ebuligdo.
Quando se trabalha com matriz sélida, a etapa limitante do processo é a difuséo dos
analitos no sdlido, que é cerca de trés ordens de grandeza menor que na fase
liquida, tornando o tempo de formacdo do Headspace maior. Neste caso, a reducéo
da massa de amostra e o aumento da temperatura melhoram a eficiéncia do sistema
(KOLB e ETTRE, 1997).

Com a separagdo dos analitos capturados por MEFS realizada por
cromatografia em fase gasosa (CG) acoplada ao detector espectrometro de massas
(EM), tem-se a técnica hifenada HS-MEFS-CG-EM. Os compostos presentes na
fibra da MEFS s&o dessorvidos termicamente no porte de injecdo do cromatografo
gasoso com injecéo sem divisao de fluxo (Splitless, em inglés). Nesta injegcdo MEFS-
CG é utilizado um liner com didmetro interno menor que os comumente utilizados
em CG, com o objetivo de aumentar a velocidade de introducdo dos compostos na

coluna, evitando o alargamento dos picos cromatogréaficos gaussianos.
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Os primeiros relatos de aplicagdo da MEFS foram publicados na area de
andlise de poluentes (compostos organicos volateis). Pouco tempo depois, a técnica
se difundiu para as pesquisas de flavor em alimentos e bebidas substituindo técnicas
convencionais (SHIREY, 2000).

Nos ultimos anos, a aplicacdo da técnica de HS- MEFS-CG, motivou alguns
estudos com café. Entre eles destaca-se o trabalho de Kim e Nam (2001), que
identificaram, por HS-MEFS—-CG-EM, 50 componentes importantes do flavor do
café soluvel. Por sua vez, Bicchi et al. (2002) realizaram um amplo estudo
comparativo de performance de fibras na extracdo de compostos na bebida de café
torrado. Foi observado maior enriquecimento com a fibra mista CAR/DVB/PDMS.
Nebesny et al. (2007) conseguiram separar e identificar 193 compostos
caracteristicos do café por HS-MEFS-GC-MS em uma avaliacdo do efeito da torra
sobre gréos de café da variedade robusta, empregando fibra mista
DVD/CAR/PDMS.

Ja Akiyama et al. (2008) aplicaram MEFS na amostragem de substancias
liberadas durante a moagem de grdos de cafés torrados usando trés tipos diferentes
de materiais poliméricos: PDMS, PDMS/DVB e CAR/PDMS. As melhores

performances foram obtidas com as fibras mistas.

Arruda et al., (2009) identificaram 200 substancias da frac&o volatil do extrato
etanodlico de café arabica por HS-MEFS-CG-EM, distribuidos em diversas classes
caracteristicas do flavor do café como piridinas, pirazinas, ésteres, &cidos
carboxilicos, alcodis, cetonas, pirréis, furanos, dentre outros. Além de permitir uma
extragdo que preserva a maioria dos compostos caracteristicos do flavor do café
torrado, o etanol mostrou-se um solvente capaz de produzir um extrato com
substancias que apresentam caracteristicas funcionais, como é o caso da cafeina,

trigonelina e compostos fendlicos.

Caprioli et al., (2012), investigaram a influéncia dos parametros de preparo do
café espresso no aroma final da bebida por HS-MEFS-CG-EM. O aroma mais rico
em volateis e com avaliagdo mais positiva na analise sensorial realizada no mesmo
estudo foi obtido com o preparo do espresso com 25 mL de agua a 92 °C e pressao

de 9 bar. Este trabalho possui uma importancia académica e também comercial, pois
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apesar de ser mundialmente consumido, ndo h& uma padronizagdo das condicdes

Otimas no preparo do café espresso.

E importante salientar uma desvantagem em relacdo a MEFS que ¢ a baixa
capacidade quantitativa da técnica. Devido aos diferentes equilibrios possiveis e ja
citados, torna-se muito dificil conhecer as propor¢cées envolvidas no sistema em 3
meios (matriz-Headspace-fibra). Sem uma proporgéo definida de massa entre matriz
e fibra, pode-se apenas inferir que o pico cromatografico de um analito é
proporcional & massa que foi introduzida na coluna, porém nédo é possivel obter a
quantidade real presente na amostra original (HOLT, 2001). A medida que aumenta
a complexidade da matriz—amostra, como é o caso do café torrado, os fatores
discriminativos de volatilidade e polaridade entre os compostos de interesse tornam

impraticavel a quantificacdo dos mesmos (ARRUDA, 2009).

Apesar desta limitacdo, a MEFS mostra-se como importante ferramenta
qualitativa na identificacdo de compostos volateis de inUmeras matrizes na area de
alimentos e de aproveitamento de residuos. Além disso, é possivel aplicar métodos
estatisticos de comparagdo entre amostras. Os métodos multivariados tém sido

recomendados na diferenciagdo de amostras analisadas por HS-MEFS-CG-EM.

3.7.  Anadlise quimiométrica multivariada aplicada a dados
cromatogréficos

A “gquimiometria” é uma area da quimica que utiliza métodos estatisticos no
planejamento de experimentos e/ou na andlise de resultados de experimentos de
forma otimizada, levando a uma melhor interpretacdo dos dados obtidos

experimentalmente por andlises quimicas.

A analise por componentes principais (ACP), que vem sendo utilizada na area
de alimentos nos ultimos anos, € uma técnica multivariada, pertencente ao ramo da
andlise fatorial, usada para reduzir a dimensionalidade de dados para um pequeno
namero de fatores ortogonais, de mais facil interpretacdo (VANDEGINSTE et al,
1998). Esta técnica ndo requer informacdes prévias para que as amostras sejam
classificadas, j& que o agrupamento tem como base a similaridade dos dados

extraidos pelo método fisico—quimico de analise empregado experimentalmente.
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Os resultados obtidos por cromatografia gasosa (CG) sao associados a um
valor numérico (geralmente a &rea de um pico cromatografico), proporcional a
massa de analito injetada no sistema cromatografico. Em estudos em que se aplica
HS- MEFS -CG-EM em amostras complexas como café ou 6leo de café, é previsivel
a obtencdo de centenas de picos cromatograficos, identificados ou ndo. A
impossibilidade de calibragdo quantitativa formal da técnica, devido a multiplicidade
de fenbmenos e equilibrios envolvidos na MEFS, leva a necessidade de aplicagcéo
de métodos multivariados como forma comparativa entre amostras, respeitando-se o
foco de investigacdo e delimitando ao mé&ximo a variabilidade de parémetros.
(ARRUDA, 2009).

Mondello et al. (2005) caracterizaram o perfil de volateis de diferentes
variedades de café (ardbica e robusta) provenientes de regides geogréficas distintas
e em diversos graus de torra. A discriminagédo entre variedades, pela composicao
em volateis, foi avaliada por ACP. Constatou-se que a classe dos furanos (furfuril-
formato, 2-acetil-furano, furfural, furfuril-acetato, furfuril-dlcool) era a mais
abundantes no café arabica. O café da variedade robusta apresentou quantidades
superiores de alquil- pirazinas (2,5-dimetil-pirazina; 2,6-dimetil-pirazina; 2-etil-6-metil-
pirazina) e de 2-metoxi-fenol, que é um dos responséaveis pelo aroma associado a

fumaca e especiarias desta espécie.

Gonzalez Rios et al. (2007) avaliaram por HS- MEFS (CAR/PDMS)-CG-EM o
efeito de quatro diferentes técnicas de pré-processamento de cafés (verdes e
torrados). Foram identificados 62 compostos para o café verde e 102 para o café
torrado. As amostras foram discriminadas utilizando ACP, por grupos de notas
arométicas. Por sua vez, Arruda, et al. (2011) discriminaram grdos de café em 3
estadios de maturagdo diferentes (verde, cereja e boia) por ACP aplicada ao
conjunto de dados das &reas cromatogréaficas dos compostos volateis determinados
por HS-MEFS-CG-EM.

3.8. Atividade Antioxidante

Os compostos antioxidantes protegem os sistemas biologicos contra os
efeitos potencialmente danosos de radicais livres e outras espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio (CONTINI et al., 2012). A atividade antioxidante do café esta
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diretamente associada a presenca de compostos fendlicos, sendo representados

principalmente pelos &cidos clorogénicos e pelos 4cidos hidroxicinAmicos.

Os compostos fendlicos, que possuem atividade antioxidante, representam
um dos grupos de maior ocorréncia natural com papel morfolégico e fisioldgico
fundamentais como protecdo contra patogenias, parasitas e radiagdo ultravioleta
(BRAVO, 1998). No organismo humano, estas moléculas apresentam propriedades
antialergénicas, anti-inflamatérias, antiaterogénicas, antimicrobianas, antioxidantes,
anti-tromboticas, cardioprotetoras e vasodilatadoras (SAMMAN et al.,, 1998;
MIDDLETON et al., 2000; PUUPPONEN et al., 2001; MANACH et al., 2005).

Os écidos clorogénicos (CGA, sigla em inglés) formam um grupo de ésteres
derivados de &cidos trans-cindmicos, como o &acido caféico, ferrdlico e do acido
quinico, sendo os polifendis mais abundantes no grdo do café (7-10 % e 5-7,5 % em
base seca para robusta e arabica, respectivamente) (CLIFFORD, 1985;
MONTAVON e BORTLIK, 2004). Existem 30 acidos clorogénicos relatados para o
gréo de café verde, a maioria pertencente a trés classes — os acidos cafeoilquinicos
(CQA: 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA), os acidos di-cafeoil-quinicos (di-CQA: 3,4-di-CQA;
3,5-di-CQA, 4,5-di-CQA) e os acidos ferroilquinicos (FQA) (CLIFFORD, 2006;
LEPELLEY et al., 2007).

Como o café é uma importante fonte de acidos clorogénicos, passou a ser
considerado, recentemente, como um meio de obtencdo de antioxidantes para os
consumidores da bebida (VINSON et al., 2006). Como as caracteristicas
terapéuticas dos CGA estéo sendo elucidadas cada vez mais, alguns pesquisadores
recomendam a producgdo de extratos concentrados de grédos crus de café — principal
fonte desta classe de compostos na alimentagdo humana, que podem conferir
propriedades nutracéuticas (MADHAVA et al. 2007).

Stalmach et al. (2006) investigaram a atividade oxidante de extratos de café e
observaram que os &cidos clorogénicos correspondem a 68 % e 41 % da atividade

antioxidante dos gréos verdes e torrados, respectivamente.

Por outro lado, alguns relatos associam a atividade antioxidante (AAO) aos
compostos heterociclicos de baixa massa molecular provenientes da reacdo de
Maillard, como furanos, piranos e pirréis (NICOLI et al., 1997; FUSTER et al., 2000;
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YANAGIMOTO et al., 2002, 2004) aos taninos condensados € as melanoidinas (DE
COLMENARES et al., 2006). As melanoidinas tém sido atribuidos efeitos fisioldgicos
positivos, devido aos seus residuos estruturais como redutonas, enaminas e
pirrolequinas, que podem conferir & molécula forte poder sequestrante de espeécies
reativas de oxigénio, como os radicais hidroxila, peroxila e superéxidos (HAYASE,
1996).

O estudo realizado por Folstar (1985) mostra que o 6leo de café apresenta
cerca de 400 a 600 mg.Kg™ (partes por milh&o) de tocoferol. O 6leo possui também
grande quantidade de A&cido linoleico que é empregado como fotoprotetor oral
(RHODES, 1998).

O teste de 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPHe) determina o potencial antioxidante
de compostos fendlicos isolados ou presentes em alimentos e outras amostras
biolégicas. O teste do DPPHs é baseado na capacidade do radical livre estavel, 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, reagir com compostos doadores de H*, o que pode interromper
as reacoes oxidativas em cadeia (BRAND-WILIAMS et al., 1995).

Ramalakshmi et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante e a atividade
anticarcinogénica de extrato metandlico de café verde e de borra de café. Os
extratos de borra de café dos tipos arabica e robusta apresentaram atividades
antioxidantes similares e uma atividade anticancerigena maior que o extrato de café
verde, o que pode ser atribuido as melanoidinas, formadas durante a torra e que

protegem as células do stress oxidativo em sistemas biolégicos.

A partir da caracterizacdo de extratos aquosos e alcodlicos da borra de café,
Panusa et al (2013) concluiram que este residuo, gerado em grandes quantidades
em todo o mundo, € uma fonte de antioxidantes naturais. As determinacdes
analiticas mostraram a presenca de compostos fendlicos, &cidos clorogénicos e
flavondides. J4 a presenca de grande quantidade de cafeina permite a avaliagdo da
possibilidade de aplicacdo da borra de café na producdo de bebidas energéticas.
Para a borra de café advinda da producdo de café descafeinado, os autores
destacam o potencial antioxidante para a aplicagdo em alimentos funcionais e

nutracéuticos.
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Em seus estudos sobre aproveitamento de borra de café, Zuorro & Lavecchia,
(2012) propuseram a extracdo de compostos fendlicos utilizando solucdo de
etanol/dgua com posterior medi¢do do poder calorifico em borra de café espresso de
cafeterias convencionais e em borra de café espresso em capsulas. A temperatura,
a razdo solvente/substrato e a porcentagem de 4&lcool etilico no solvente
influenciaram a eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos obtidos no extrato
final, demonstrando assim a possibilidade de otimizagéo da extracdo de compostos
bioativos neste coproduto agroindustrial. O poder calorifico, que ficou em torno de 24
MJ.kg™? foi medido na torta, ou seja, na borra de café apés a extracdo dos
compostos fendlicos. Esta pesquisa mostra que um extrato rico em compostos
fendlicos pode ser obtido a partir da borra de café com um solvente de simples

manuseio, ambientalmente seguro e de fonte renovavel.

O alto poder calorifico encontrado na borra apos extragdo com ETOH/H,O
reforca a possibilidade de exploragdo da borra para aplicacdes de maior valor
agregado (compostos bioativos e compostos de flavor) como também torna este
residuo um sustentavel e renovavel recurso energético (MIZSEY e RACZ, 2010;
GOLD e SEURING, 2011).

3.9. Fator de Protecgao Solar (FPS)

Dentre os comprimentos de onda emitidos pela luz solar, alguns podem
causar danos a saude humana, sobretudo a pele, devido & capacidade ionizante de
alguns comprimentos de onda de frequéncia mais altas e, consequentemente
maiores energias como 0s comprimentos de onda na regido do ultravioleta do
espectro eletromagnético (Raios UV). (RIBEIRO et al., 2004).

A regido do ultravioleta pode ser dividida em raios UVA (320 a 400 nm), UVB
(290 a 320 nm) e UVC (190 a 290 nm). Os raios UVA sé&o pouco atenuados pela
camada de oz06nio, ou seja, a maior parte chega a superficie da terra, sendo os de
menor energia e que causam menos danos a pele humana. No entanto, os raios
UVA possuem alta capacidade de penetracdo na pele e estdo associados a reagdes
fotoalérgicas, carcinogenicidade, fotoenvelhecimento, etc. A radiacdo UVB, j& um
pouco mais energética que a UVA, provoca eritemas, morte de células da epiderme,

queimaduras e podem causas alteragbes génicas (RIBEIRO, et al, 2004,
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WAGEMAKER, et al., 2009). Apesar de seu alto poder deletério, a maior parte
desses raios é filtrada pela chamada camada de 0zdnio, por meio da fotodissociacao
do ozbnio (reagdo: Oz + féton UV = O, + O’), de modo que, quanto menor o0 nimero
de moléculas de ozdnio na estratosfera (15 a 30 km de altitude), maior serd a
porcentagem de radiagdo que atinge a superficie. Por essa raz&o é tdo preocupante
0 buraco na camada de ozo6nio causado principalmente pelos clorofluorcarbonetos
ou CFC's, utilizados antigamente em aerossois e gases de refrigeracdo e que tém
seu uso proibido em varios paises (SANTOS 1989). Por sua vez, os raios UVC séo
0os de mais alta energia dentre os trés citados e possuem alta carcinogenicidade,
pois podem causar alteracdes importantes no DNA. Neste caso, apenas uma

pequena quantidade do que é emitido pelo sol chega & superficie terrestre.

Data dos anos de 1930 os primeiros relatos sobre os efeitos negativos da
radiacdo emitida pelo sol na saude humana. A partir de entdo, surgiram os primeiros
protetores solares no mercado. Os protetores solares tém por fungéo evitar a agéo
da radiagdo UV atraveés dos mecanismos de reflexdo, refracdo e/ou absorgdo
(MARTINEZ e LECHA, 2002). Em seus estudos, Schaefer et al., (2000) mediram a
capacidade dos protetores solares na prevencdo de cancer de pele, danos ao DNA,
mutagdes, imunossupressdao, dermatites, fotoenvelhecimento, eritemas e

fotodermatites.

Os filtros solares sé&o formulados a partir de diferentes componentes a fim de
aumentar a faixa de absor¢éo do espectro. A composi¢édo do veiculo do filtro solar é
um importante fator na eficacia do produto, pois as intera¢cdes quimicas entre os
ingredientes com fator de protecdo solar e a composicdo do veiculo afetam a
qualidade final do produto (CAMACHO, 2001). Fuchs (1998) concluiu que as
substancias antioxidantes contribuem para a protegdo solar, j& que a pele

naturalmente j& os utiliza na protecdo contra radiacéo Ultravioleta.

Os protetores sédo formados por moléculas capazes de absorver a radiagédo
UV (alta energia) e transforméa-la em radia¢cdes com energias menores e inofensivas
ao ser humano. Estas moléculas séo, essencialmente, compostos arométicos com
grupos carboxilicos. No geral, apresentam um grupo doador de elétrons, como uma
amina ou um grupo metoxila na posi¢éo orto ou para do anel aromatico. Ao absorver

a radiagdo UV, os elétrons situados no orbital T HOMO (orbital molecular preenchido
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de mais alta energia) sdo excitados para orbital m* LUMO (orbital molecular vazio de
mais baixa energia) e, ao retornarem para o estado inicial, o excesso de energia &
liberado em forma de calor. As transigOes eletronicas que estdo envolvidas durante a
absorcéo da luz UV ocorrem entre a diferenca de energia HOMO — LUMO (FLOR e
DAVOLOS, 2007).

Jé estid bem estabelecido o uso do 6leo de café em formulagGes cosméticas
devido as propriedades emolientes dos &cidos graxos presentes e pela sua
capacidade de protecdo a pele contra os riscos da radiacdo solar (ARAUJO &
SANDI, 2007). A primeira referéncia conhecida sobre o uso do 6leo de café como
protetor solar € a patente US 4793990 de Grollier e Plessis (1988). Segundo esta

patente, o 6leo de café pode absorver radiagédo na faixa de 280 a 320 nm.

O oleo de café apresenta em sua composi¢cdo substancias antioxidantes e
matéria insaponificavel. Os principais constituintes do material insaponificavel do
café sdo dois alcodis diterpénicos cafestol (C,0H2503) e caveol (CxH2603) que
ocorrem na forma livre ou como monoésteres de &cidos graxos, variando
quantitativamente de 4 a 8% para o cafestol e de 1 a 6 % para caveol no 6leo do
café arabica torrado (SZPIZ et al., 1989; LERCKER et al., 2000). As propriedades
UV-protetoras do o6leo do café sdo atribuidas, principalmente, a estes dois
compostos (GROLLIER e PLESSIS, 1988; ALVAREZ e RODRIGUEZ, 2000).

O Fator de Protecéo Solar (FPS) indica quanto o tempo de exposi¢éo ao sol
pode ser aumentado com o0 uso do protetor sem causar efeitos danosos a pele.
Segundo, Mansur et al. (1986), uma pessoa de pele clara que pode ficar 20 minutos
exposta ao sol sem filtro solar, podera ficar até 400 minutos exposta ao sol com um
protetor de FPS igual a 20. Quanto maior o FPS, maior ser4 o tempo que a pele
ficara protegida da radiagdo UVB, pois o FPS é definido em funcdo da radiacdo UVB

do espectro eletromagnético (290 a 320 nm).

Wagemaker, et al (2010) caracterizaram a fracdo lipidica de grédos de 10
diferentes espécies de café e mediram seu FPS. A fracdo lipidica apresentou
importante quantidade de acido linoleico e absor¢do no ultravioleta observada no
espectro de varredura nesta faixa do espectro. As quantidades de 6leo e de material

insaponificavel variaram de 6,9 a 32,4 % e 0,3 a 13,5 %, respectivamente. O maior
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fator de protecéo solar encontrado nesse estudo foi de 4,1, sendo os valores de 1,72

e 0,62 encontrados para as espécies arabica e robusta, respectivamente.
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Para caracterizagcdo do extrato etandlico da borra de café espresso em

cépsulas, foram utilizados os métodos de HS-MEFS-CG-EM para avaliagédo do pefrfil

de volateis, estabilizacdo do radical livre DPPHe -

(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) para

avaliacdo da capacidade antioxidante e método espectrofotométrico (UV) para

avaliagéo do fator de protegéo solar (FPS).

4.1. Amostras

Foram utilizadas 06 amostras de cépsulas formuladas com frutos de

diferentes origens, porém de um mesmo fabricante. A Tabela 3 apresenta algumas

informagdes sobre as amostras.

Tabela 3: Informagdes fornecidas pelo fabricante sobre as diferentes amostras

Amostra Descrigao
A Café cultivado nas regifes mais altas da Colémbia com
notas de frutas vermelhas e um toque de vinho.
B Mistura de arabicas da Costa Rica e Colémbia com
notas de cereais, malte e caramelo.
C Mistura de arabica da América Central e arabica e
Robusta Brasileiros com notas amadeiradas e de
torrado.
D Mistura dos cafés bourbon vermelho e amarelo de
plantacées em altitudes elevadas no sudeste do Brasil
com notas de cereais, mel e xarope de bordo.
E Combinacao de arabicas do Brasil e da Coldmbia com
notas de frutas vermelhas, frutas secas e cereais.
F Mistura de arabicas do Quénia, América Central e do

Sul com notas de limao.

Fonte: manual do fabricante
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4.2. Preparo da Bebida em Maquina de Café Espresso em Capsulas

As capsulas foram inseridas em maquina especifica para preparo do café
espresso e percoladas por agua a 92 °C com pressao de 19 bar (CAPRIOLI, 2012).
Todas as capsulas foram preparadas pelo mesmo operador, nas mesmas condi¢des

e mantidas em freezer a -20 °C até a etapa de liofilizacéo.

4.3. Determinagéo do Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com a metodologia padréo da
Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 2004) mantendo-se 5,0 g da

amostra em estufa a 105 °C até peso constante.

4.4. Liofilizac&o da Borra

A remocédo do excesso de umidade da borra foi realizada por liofilizagdo de
modo a preservar os compostos volateis presentes. Portanto, as amostras foram

submetidas a congelamento em nitrogénio liquido e, entéo liofilizadas por 12 horas.

4.5. Extracéo

4.5.1. Extracdo da Borra de Café Espresso em Multiplos Estagios (Soxhlet)

A fim de determinar a quantidade de 6leo (acidos graxos) no extrato etandlico,
8,0 g da borra foram extraidos com éter de petroleo e com etanol em soxhlet por dez

ciclos de refluxo. Todas as extragdes foram feitas em triplicata.

4.5.2. Extracado Etandlica (Shaker) da Borra de Café Espresso em Cépsulas

As amostras liofilizadas e homogeneizadas foram incubadas a 60 °C com
etanol anidro na propor¢do 4:1 (ETOH: borra seca, m/m) em mesa agitadora
termostatizada, sob agitagcdo orbital constante de 2000 rpm por 30 minutos. O
extrato foi filtrado a vacuo para separacédo do extrato da torta (borra apos extracao)
e, por fim, o etanol foi destilado, também sob vacuo, em evaporador rotativo para
obtencgé&o do extrato etandlico bruto (FREITAS, 2000).
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Foram realizadas trés replicatas de extragdo para cada uma das seis

amostras estudadas, totalizando dezoito extratos etandélicos de borra.

4.5.3. Saponificacao do extrato etandlico da borra

O teor de matéria insaponificavel (MI) foi determinado por meio da
saponificagdo dos lipidios presentes no extrato etanolico com solu¢cdo de KOH 5 %
(m/v). A reacéo foi conduzida em agitador orbital sob agitagédo de 200 rpm a 70 °C,
por 1 h. Ap6s o término da reacdo, a MI for recuperada em quatro extragdes
sucessivas com hexano. A amostra, ap0s evaporagdo do solvente, foi pesada
determinando-se a massa de M.l no extrato etandlico da borra de café espresso
(AOCS Ca 6a-40, 1997).

4.6. Perfil de Volateis — HS-MEFS-CG-EM

Para avaliar o perfil de compostos voléateis, 0,20 g do extrato etandlico foram
aquecidos a 60 °C em frasco de 5,0 mL selado, por 20 min. Em seguida, a fibra
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno/Carboxen (50/30 pm) foi exposta ao headspace
do frasco para adsorcdo das substancias por mais 10 min. A dessor¢do dos
compostos foi feita pela introduc&o da fibra, por 5 min, no porte de injecéo a 240 °C,
no modo sem divisdo de fluxo (Splitless) do cromatografo gasoso (Agillent 6890)
(CAPRIOLI, 2012). Foi empregada coluna cromatografica DBWax, J&W Corp., 25 m
x 0,2 mm de diametro interno x 0,25 ym de espessura de filme; programacéao de
temperatura: 45 °C (5 min)//4 °C.min"}/230 °C, mantendo-se a temperatura final por
10 min. Os espectros de massas foram obtidos com um detector seletivo de massas
Agilent modelo 5973, operando no modo ionizagao eletrénica (70 eV), temperatura
de linha de transferéncia a 280 °C e fonte ions a 220 °C.

Os indices de retencéo lineares (IRL) foram calculados por inje¢do de uma
série padrdo de n-alcanos (C7-Czg) nas mesmas condigcbes de analise (VIEGAS,
2007). A identificagédo dos compostos foi realizada a partir dos espectros de massas
em comparacdo com a biblioteca eletronica NIST 2.0, calculo dos indices de
retengéo linear (IRL) e comparacéo com a literatura, bem como pela co-inje¢éo dos
padrbes externos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA), grau CG (piridina,

pirazina, 2,5-dimetil-pirazina, 2,6-dimetil-pirazina, 2,3-dimetil-pirazina, 2-etil-6-metil-
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pirazina, 2-etil-5-metil-pirazina, furfural, 5-metil-2-furil-carboxaldeido, maltol, 2-
metoxi-4-etil-fenol, 2-metoxi-4-vinil-fenol) (ARRUDA et al., 2011).

4.6.1. Analise Estatistica do Perfil de Volateis

Para a determinagdo da repetitividade e confiabilidade da técnica de MEFS
na determinagdo do perfil de volateis do extrato etandlico da borra, foram realizadas
seis inje¢bes de uma mesma amostra e calculados média, desvio padréo e
coeficiente de variagdo entre as areas de todas as substancias identificadas nas seis
injecdes. Foram consideradas as substancias que apresentaram coeficiente de

variagdo menor ou igual a 10 por cento.

4.6.2. Analise Quimiométrica Multivariada do Perfil de Volateis

A fim de diferenciar as amostras quanto a sua composi¢do volateis, foi
empregada a analise multivariada por componentes principais (PCA, em inglés) das
areas cromatograficas obtidas por HS-MEFS-CG-EM. Para tal, aplicou-se o Software
The Unscramble versédo 10.1 (CAMO CORP).

4.7. Atividade Antioxidante — (Método DPPHs .)

A determinagdo da atividade antioxidante foi feita pelo método DPPHe, onde
€ medida a capacidade da amostra em estabilizar os radicais livres DPPHes (BRAND-
WILLIANS, 1995; SANCHEZ-MORENO, 1998). Esta metodologia baseia-se na
reducéo da absorbancia do radical DPPHe (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) a DPPHe (1,1-
difenil-1-picril-hidrazina), a 515 nm (Comprimento de onda de méxima absorcéo,
pela acdo de compostos redutores de radicais livres. Os radicais livres DPPHe, que
inicialmente apresentam coloragdo roxa, perdem esta cor quando um radical
hidrogénio doado por uma molécula antioxidante entra em ressonancia com a
molécula de DPPHe . , diminuindo, assim, a absorbancia a 515 nm. O DPPHe & um
radical estavel e com baixa taxa de deterioracdo e reatividade com a maioria dos
compostos. Assim sendo, apenas agentes redutores fortes sdo capazes de reagir
com estes radicais estaveis de modo estequiométrico. O perfil de absor¢éo da forma

radicalar e da forma estabilizada do DPPHe estd demonstrado no anexo 1.
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4.7.1. Curva Padrao de DPPHe .

Conforme a metodologia utilizada por Rufino et al. (2007) 2,4 mg do reagente
DPPHe (99,999% de pureza) foram pesados e avolumados a 100,00 mL, em baléo
volumétrico, com metanol para preparo da solugdo-méae de DPPHe . (24 mg.L™" ou
60 pmol.L™). Esta solugéo foi mantida em vidro ambar e utilizada no mesmo dia do
preparo. A partir da solugdo-mée, foram preparadas, em baldes volumétricos de
10,00 mL, solu¢gbes com concentracdo variando de 10 a 50 pmoI.L'l (RUFINO et al.,
2007). A curva de calibracdo de DPPHe foi entdo construida com 6 solugdes, cujas
concentragbes estavam compreendidas no intervalo de 10 a 60 umol.L™*. O &lcool

metilico grau HPLC foi usado como branco.

Em ambiente com auséncia de luz, foram transferidas aliquotas de 4,0 mL de
cada solugcdo de DPPHe para cubetas de quartzo e, entdo foram realizadas as
medidas das absorbancias a 515 nm, para elabora¢do da curva padrdo. Todos o0s
pontos foram lidos em triplicata. Em seguida, foram plotadas as concentragdes
(abscissas) e as respectivas absorbancias (ordenadas) para o ajuste da equacéo da
reta por regressao linear. A curva analitica de DPPHe apresentou alta correlacdo

linear (R?=0,999) e é apresentada no anexo 2.

4.7.2. Curvada Amostra com Solucdo Padrdo de DPPHe. para o Calculo
do ECs
Para o célculo do ECsy, que é a concentracdo de amostra necessaria para
reduzir em 50 % os radicais livres de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, foi feita uma
determinac@o espectrofotométrica indireta, onde diferentes concentracbes da
amostra reagiram com a mesma solug&o padréo de DPPHe (60 umol.L™) a fim de se
observar o consumo do reagente com o aumento da quantidade de amostra. 120,0
mg de amostra foram pesados e avolumados a 10,00 mL com isopropanol, obtendo-
se uma solucdo-mie de (12,0 mg.mL?). A partir desta solugdo-mae, foram
preparadas as solugdes da curva analitica de cada extrato, na faixa de concentracao
de 1,00 a 12,0 mg.mL™,

As absorbancias (515 nm) foram monitoradas durante 60 min, em intervalos
de 3 min onde foi observada a reducdo da absorbancia até sua estabilizagdo. A

leitura da absorbancia final para o célculo do ECsy s6 deve ser feita apdés a
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estabilizacdo da absorbancia (tempo ECsp). Para experimentos posteriores, com a
mesma matriz, a determinagdo pode ser realizada apenas no tempo estabelecido
anteriormente (tempo ECsg), acompanhado, também, da medida inicial da solucdo
controle. Cada ponto das curvas foi preparado reagindo-se 100,0 pyL de solugéo
isopropilica da amostra com 4,00 mL de solugdo padrdo de DPPHe (60,0 pymol.L™).
Uma solucdo contendo 4,00 mL de metanol + 100,0 puL de &lcool isopropilico foi
utilizada como branco e a solucédo padrdo de DPPHe (60 pmol.L™) foi utilizada como

controle. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

Para obtencdo da equacdo da curva de calibracdo foram plotadas as
absorbancias em funcdo das concentragbes das amostras. Todas as curvas
apresentaram alta correlagédo linear (R?20,99). A partir da equacédo de ajuste,

calculou-se o0 ECsp, que posteriormente foi expresso em mgexrtrato/MJpppHe . .

Foi medida também a atividade antioxidante do padrdo de Acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA), que € o &cido clorogénico mais abundante do café, principal
substancia responsavel pela atividade antioxidante (RAMALAKSHMI et al., 2009).

4.8. Fator de Protecdo Solar — FPS (Método Espectrofotométrico)

Para avaliar o FPS, foi empregada a metodologia proposta por Bendova et al.
(2007), onde preparou-se uma solucdo do extrato etandlico em etanol absoluto, na
concentracdo 0,20 mg.mL™, para qual foi feita a varredura espectrofotométrica na
regido entre os comprimentos de onda (A) de 290 e 320 nm com medi¢cdes em
intervalos de 2 nm. O FPS foi calculado pela expressado abaixo (MANSUR et al.,
1986).

Jz0
FPS = FC- Y [EE(A)- I(A) - abs(A]]
e
2510
onde:

FC = fator de correcéo
EE(A) = efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de onda (A);
I(A) = intensidade do sol no comprimento de onda (A);

abs(A) = Absorbancia do extrato.
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Foram utilizados os valores ponderados de Sayre et al. (1979) para avaliar o
FPS = EE (A).I(A) , conforme apresentado na tabela 4:

Tabela 4: Comprimento de onda e fatores de multiplicagédo para o calculo do FPS

Comprimento de onda (nm) Fator de multiplicac&o - EE(A).I(A)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3274
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: SAYRE et al. (1979)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracdo da Borra de Café Espresso em (Soxhlet)

A partir da mesma quantidade inicial de borra seca, cerca de 8,00 g, obteve-
se 1,66 g (£ 0,11) de extrato etandlico e 1,41 g (+ 0,11) de extrato etéreo, o que
corresponde a um rendimento de 20,8 (x0,64) e de 17,6 (+0,53) g.100 g™,

respectivamente, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Rendimento de extracdo em soxhlet

Amostra Rendimento (g.100g™)
Extrato etéreo (6leo) 17,6 +0,523%
Extrato etandlico 20,8 +0,646"

*Resultados expressos como média + desvio padrao de 3 replicatas
* Valores acompanhados por letras diferentes sao significativamente
diferentes de acordo com teste de Fisher LSD, ( p<0,05).

O valor encontrado para o extrato etéreo da borra esta de acordo com dados
publicados na literatura. Ravidranath (1972) obteve rendimentos de 8 a 17 % (m/m)
na extracdo do Oleo de café a partir da borra de café robusta com éter de petréleo e
Turattil (2001), obteve de 12 a 18 % de Oleo para o tipo arabica. Mazzafera et al
(1998) obtiveram um rendimento de 9,83 % do extrato etéreo do café robusta,

enquanto Wagemaker (2009) obteve 13,1 % para extrato etéreo do café arabica.

O rendimento em massa foi maior no extrato etandlico, se comparado ao
extrato etéreo. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, o éter de petrdleo
carreia, preferencialmente, as substancias mais apolares. Ja o etanol, extrai tanto as
espécies quimicas apolares, quanto outros compostos com caracteristicas mais

polares, resultando assim em um maior rendimento em massa.

5.2. Extragdo Etanodlica da Borra de Café Espresso em Capsulas e
Saponificagdo do extrato.

Os resultados obtidos para quantificacdo do teor de lipideos pelo método
analitico em aparelho shaker estdo apresentados na Tabela 6. Este € um método
padrdo de quantificacdo de lipideos em matrizes diversas, pois os ciclos de refluxo

realizados extraem a maior quantidade possivel de soluto da amostra.



Tabela 6: Teor de umidade e rendimento da extracao etandlica em agitador orbital.

Amostra Teor de um_ildade Extrato etar)lélico
(9.100g™) (9.100g™)
A 72,4 1,23 16,7 +0,633%
B 72,0 +2,17 17,4 +0,418°
C 70,1 +1,85 15,1 +0,778°
D 73,3+1,14 15,7 + 0,324°
E 70,4 +1,16 16,1 + 0,543%
F 70,5+ 1,42 16,6 + 0,569°

*Extracao etandlica na propor¢&o 4:1 (ETOH:borra seca, m/m) a 60°C com agitagao orbital

*Resultados expressos como média + desvio padrao de 3 replicatas.

*Valores acompanhados por letras diferentes, na mesma coluna, sdo significativamente
diferentes de acordo com o teste de Fisher LSD, (p<0,05).

No método de agitacdo orbital (shaker), que representa um estagio de
extracdo, o rendimento foi menor que no aparelho soxhlet. Isto ocorre pois no
primeiro caso, em geral, ndo ocorre 0 esgotamento da matriz. Os valores de
rendimento da extrac@o etandlica em shaker se situaram entre 15,1 e 17,4 %,
em massa, e foram superiores aos valores reportados por Freitas e Lago
(2007), que obtiveram rendimento de 11,4% de extrato etandlico da borra de
café da industria de soltvel. E possivel observar que o rendimento da extracio
etandlica ndo variou significativamente entre as amostras avaliadas. Borras de
blends de cafés de regibes diferentes apresentaram quantidades de extrato

etandlico muito préximas.

Por meio da saponificagdo do extrato etandlico da borra, obteve-se
1,40% (m/m) de matéria insaponificavel (M.l.), o que significa que o extrato
possui cerca de 98,6 % de lipidios neutros. Esta quantidade de matéria
insaponificavel € menor que a reportada na literatura para o 6leo de café
torrado (KHAN & BROWN 1953 E WAGEMAKER 2009). Estes autores
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reportaram cerca de até 11 % de matéria insaponificavel para 6leo de café do
tipo arabica torrado. Isto ocorre, provavelmente, pois a matéria insaponificavel
€ composta por substancias mais polares que aquelas presentes na fracao
lipidica (saponificavel) e sdo majoritariamente extraidas no preparo da bebida
do café espresso, onde se utilizou agua quente (70 °C) e pressado de 9 bar. O
preparo da bebida nestas condi¢cdes, remove os sélidos hidrossolUveis do gréo
torrado e moido, com consequente concentracdo da fragdo lipidica na borra.
Na extracdo realizada neste trabalho, o etanol utilizado em excesso e em
temperaturas acima da ambiente (60 °C), favorece a remogdo de compostos
polares ainda retidos no residuo como os compostos fendlicos que estao
associados a atividade antioxidante, a cafeina e os diterpenos, substancias

associadas ao fator de protecéo solar.

5.3. Perfil de Volateis — HS-MEFS-CG-EM

5.3.1. Compostos Identificados por HS-MEFS-CG-EM

Foram detectados cerca de 180 picos cromatograficos em todas as
amostras de extrato etandlico estudadas. Em uma primeira andlise, foram
observadas as similaridades entre os espectros de massa obtidos pelo detector
e 0s espectros da biblioteca do software do cromatégrafo. Foram consideradas
como substancias identificadas as que apresentaram similaridade dos
espectros de massa maior ou igual a 90 %. A partir da andlise estatistica
realizada com seis injecdes de uma mesma amostra, foi avaliado o coeficiente
de variagdo das areas dos picos de cada substancia (menor ou igual a 10 %). A
técnica HS-MEFS-CG-EM mostrou-se reprodutivel para 70 compostos, que

estdo separados por classes quimicas na Tabela 7.



Tabela 7: Substancias identificadas por CG-EM e IRL
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Pirazinas
Substéancia IRL
Metil pirazina 1239
2,5 dimetl pirazina 1296
2,6 dimatil pirazina 1302
Etil pirazina 1307
2,3 dimetil pirazina 1308
2 etil 5 metil pirazina 1367
2 etil 3,5 dimetil pirazina 1423
2 metil 6 vinil pirazina 1465
2-(2-furil)-5-metil pirazina 2028
5 metil 2 pirazinil-metanol 2050
EFuranos
Substéancia IRL
2 pentil furano 1206
Furfural 1438
5 metil furfural 1547
2 furfuril furano 1585
2 furano metanol 1641
5 metil 2 furfuril furano 1542
3 fenil furano 1835
Eter difurfurilico 1962
2,3 di-hidro benzofurano 2372
Benzoxazolas
Substéancia IRL
Benzoxazola 1737
2 metil benzoxazola 1750

Pirrdis
Substéancia IRL
2 acetil 1 metil pirrol 1630
2 furfuril pirrol 1814
2 acetil pirrol 1950
1H pirrol 2 carboxaldeido 2002
2 formil 1 metil pirrol 2079
1 furfuril 2 formil pirrol 2223
1 furfuril 2 acetil pirrol 2247
Alcoois
Substéancia IRL
1 pentanol 1232
2,3 butanodiol 1523
1,2 propanodiol 1575
Benzenoetanol 1891
1,4 butanodiol 1907
1,2,3, propanotriol 2294
1,2 benzenodiol 2676
Acidos
Substéancia IRL
Acido Acético 1431
Acido 3 metil 2 butendico 1782
Acido 4 hidroxi 5 oxohexanéico 2035
Acido 1,2 benzenaodicarboxilico 2349
Tiazolas
Substéancia IRL
1,3 tiazola 2459
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Cetonas
Substéancia IRL
3 hidroxi 2 butanona 1257
2 ciclopenten-1-ona 1325
3 metil 2 hidroxi 2 ciclopenten-1- 1807
ona
3 metil ciclohexanona 1818
3 etil 2 hidroxi 2 ciclopenten-1- 1807
ona

Eendlicos
Substéancia IRL
2 metoxi fenol (guaiacol) 1826
Fenol 1984
4 etil 2 metoxi fenol (etil guaiacol) 2008
3 metil fenol 2067
3 etil fenol 2052
4 vinil 2 metoxi fenol (vinil 2135
guaiacol)

Aldeidos
Substéancia IRL
Hexanal 1063
Nonanal 1368
2 octenal 1402

Tiofenos
Substéancia IRL
2 tiofeno metanol 1923

Substéancia IRL
1 metoxi 4(1-metil-etil)ciclohexa- 2206
1,4-dieno)
Tetrahidro Piran-2-ona 1776
Piridinas
Substéancia IRL
Piridina 1160
3 etil piridina 1356
3 piridinol 1799
7 metil 6,7 dihidro piridina 1684
6 metil 3 piridinol 2383
3 hidrixi piridina 2481
Terpenos
Substéancia IRL
Limoneno 1171
1 metil 4 propan-2-ciclohexa-1,4- 1217
dieno
Trans linalol 1450
L-linalol 1530
Lactonas
Substéancia IRL
metil 2 furanona 1398
Hidroxi dimetil furanona 2016
Butirolactona 1597
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Foram detectadas e identificadas classes de substancias caracteristicas do
flavor do café como pirazinas, furanos, pirréis, alcodis, acidos, fendlicos, cetonas,
piridinas, terpenos, lactonas, aldeidos, tiofenos, tiazolas, éteres, piranos e
benzoxazolas. Além da comparacao dos espectros de massa, 0s indices de
retencéo linear (IRL’s) estdo de acordo com os IRL’s apresentados na literatura para
o tipo de coluna cromatogréfica utilizada (MONDELLO et al., 2005; ARRUDA et al,
2012). Desta forma, a determinacdo qualitativa das substancias é dada por duas

ferramentas, a comparacgao entre os espectros de massa e o IRL.

A figura 2 apresenta um cromatograma obtido pela técnica HS-MEFS-CG-EM
de um extrato etandlico de borra de café espresso obtido no presente estudo
(Amostra B). E possivel observar a complexidade do perfil de volateis pela
quantidade de picos cromatograficos e a indicagcdo dos sinais de algumas das

principais substéncias com suas respectivas estruturas moleculares.
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Figura 2: Cromatograma de extrato etandlico de borra de café espresso
*Substancias caracteristicas do flavor do café, identificadas por CG-EM e IRL: 1) 2,5 dimetil pirazina, 2) Furfural,
3) 2 acetil 1 metil pirrol, 4) 2 furano metanol, 5) 2 metoxi fenol, 6) 2 acetil pirrol, 7) Fenol, 8) 3 etil fenol.

Além da andlise qualitativa do perfil de volateis dos extratos, foi realizada a
normalizacéo interna, que é a porcentagem de cada substancia no cromatograma,
tomando-se como 100% a area cromatografica total. Neste tipo de método, assume-
se que a constante que representa o fator de resposta do detector € a mesma para
todos os componentes detectados (SKOOG, 2012).

Um fator limitante na quantificacdo das substéncias sdo os multiplos estagios
de equilibrio que ocorrem na extracdo por MEFS. A area do pico cromatografico é

proporcional a massa da substancia introduzida no cromatégrafo, no entanto, devido
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a dificuldade de se determinar com precisdo a propor¢do de analito que é liberada
da matriz e a proporcdo adsorvida na fibra da microextragdo, torna-se inviavel a
quantificacdo das substancias mesmo com a utilizagdo de padrdes (padronizagéo
externa e interna). Os efeitos limitantes estdo associados & complexidade da matriz,
que acarreta mdultiplas interagbes (~180 compostos detectados no processo
cromatografico), sua alta viscosidade e seu carater lipidico. Além disso, deve-se
considerar a inexisténcia de padrdes para a maioria das substancias detectadas. No
entanto, a normaliza¢&o interna permitiu estimar as classes de substancias que mais

contribuem para o flavor do extrato etandlico da borra de café.

A Figura 3 apresenta a contribuicdo (em porcentagem) das principais classes
de substancias identificadas para o perfil de volateis de todas as amostras

analisadas.
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Figura 3: Area pencentual das classes de substancias identificadas em cada amostra.



51

As substancias identificadas neste trabalho ja foram amplamente citadas na
literatura como caracteristicas do flavor do café, o que demonstra que o extrato
possui um perfil de volateis caracteristico de café. A presenca de grande parte
destas substancias pode ser atribuida, principalmente, a polaridade do solvente
utilizado. O etanol carreia compostos responsaveis pelo flavor, que possuem altos
indices de polaridade. Esta propriedade é fator importante para definir a substituicao
de solventes, como hexano e éter de petréleo, nos processos de extracdo de Oleos

de matrizes alimentares e seus coprodutos.

Zambonim et al. (2005) reportou furanos, pirazinas, pirréis e fendlicos como
as classes mais abundantes da bebida do café por HS-MEFS-CG-EM. Aos
compostos fendlicos € atribuido o odor de fumaga, amargor, aspereza e
adstringéncia. Pirr6is sdo associados ao odor caracteristico de pipoca e, em
pequenas quantidades conferem odor doce e tostado. Pirazinas conferem flavor
torrado, de nozes e de chocolate, enquanto os furanos conferem atributos frutais, de
nozes e caramelo. O 2-furanometanol, substancia mais abundante no aroma do
extrato etandlico da bord de café espresso em capsulas, confere amargor e odor
tostado. 2,5 dimetil pirazina e 2,6 dimetil pirazina conferem odor de nozes-chocolate
e nozes-torrado, respectivamente. 5 metil furfural apresenta odor doce-apimentado,
2 furfuril furano, odor de caramelo, 4 etil 2 metoxi fenol de torrado e fumaga e o 3 etil
e hidroxi ciclopenten-1-ona um forte odor de caramelo doce que colabora
intensamente para o odor caracteristico do café (SHIGEMATSU, et al, 1972; FORS,
1983; SEMMELROROCH et al.,, 1995; PROCIDA et al.,, 1997; FLAMENT e

BESSIERE-THOMAS, 2001).

Como o perfil de volateis do extrato etandlico da borra de café espresso em
capsulas é semelhante ao perfil de volateis do 6leo de café torrado, reportado na
literatura, este produto mostra-se potencialmente aplicavel na inddstria alimenticia
(balas, bombons, sorvetes, café soltivel) como realgcador de sabor dado o seu flavor

pronunciado.



52

5.3.2. Anélise por Componentes Principais (ACP) das Areas
Cromatograficas dos Compostos Identificados por HS-SPME-CG-EM
no Extrato Etandlico da Borra de Café.

A andlise multivariada, por componentes principais das areas dos picos
cromatograficos das substancias identificadas por HS-MEFS-CG-EM, agrupou as
replicatas de cada amostra e discriminou amostras diferentes. A ACP discriminou as
6 amostras estudadas com 59% da variancia total nos dois primeiros componentes

principais, como pode ser observado no gréfico da figura 4.
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Figura 4: Andlise Multivariada por Componentes Principais (ACP) do perfil de volateis do extrato

etandlico da borra

As amostras de borra de café espresso em capsulas analisadas séo
diferentes, pois se tratam de blends de composices em ardbica e robusta de
regibes distintas. Portanto, ja era esperada uma diferenciacdo entre as amostras
(MONDELLO et al., 2005; ARRUDA, 2009). No entanto, este resultado indica que as
propriedades termodinamicas do solvente define os principais compostos removidos
para o extrato. Por esta razdo, a técnica empregada permitiu discriminar também o

solvente usado no processo com o agrupamento das replicatas de mesma amostra.

Adicionalmente, a diferenciacdo de amostras de procedéncias ou blends
diferentes, por meio da analise multivariada de dados cromatogréaficos mostrados no
gréfico de figura 4, confirma a aplicabilidade desta técnica estatistica em matrizes

com numero abundante de compostos e classes quimicas, e estd de acordo com 0s
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estudos de Gonzalez-Rios et al. (2007), Mondello et al. (2005) e Arruda (2009), que
diferenciaram diferentes amostras de café através de ACP nos dados do perfil de

volateis.

5.4. Atividade Antioxidante - Método DPPHe .

As solugdes contendo extrato e solugédo padrdao de DPPHe reagiram por 60
minutos (tempo ECsg) antes da leitura das absorbéancias em espectrofotdmetro. A
figura 5 mostra a cinética da reacdo expressa pela variagdo da absorbéncia em
funcdo do tempo. E possivel observar que a partir de 60 minutos de reacdo nio
ocorre uma variagdo significativa da absorbancia, o que indica que todas as

substancias capazes de estabilizar os radicais livres DPPHs ja reagiram.

0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -

0,300 -

Absorbancia

0,200 -

0,100 -

0!000 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 30 40 50 55 60 65 70

Tempo {min)
Figura 5: Determinacdo do tempo de equilibrio da reacdo do extrato etandlico com DPPHe.

Com todos os extratos etandlicos obtidos (18) realizou-se uma curva analitica
para o calculo da concentragcdo ECso. Os pontos das curvas foram feitos em
triplicata. Um exemplo de uma curva mostrando o consumo dos radicais DPPHe .

pelo extrato etandlico € mostrado no anexo 3.

A atividade antioxidante de cada amostra e do padrédo 5-CQA foi expressa em

MQextratd/MJpPPH- . , COMO Mostra a tabela 8.
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Tabela 8: Atividade antioxidante do extrato etandlico de borra de café espresso em capsulas

Amostra AAO (MYextrato/MYDPPH. . )

A 23,6 1,44

B 19,4 +1,07°

C 19,1 +1,15°%

D 19,0 +2,52°2

E 18,4 +2,11°

F 19,2 +1,98°%
Padréo 5- 0,38 +0,023

COQA

*Resultados expressos como média + desvio padrédo de 3 replicatas.

*Valores acompanhados por letras diferentes sao significativamente
diferentes (pelo teste de Fisher LSD, p<0,05).

A atividade antioxidante média dos extratos etandlicos de borras de café
espresso em capsulas, fornece a massa necessaria para reduzir 50 % dos radicais
DPPHe. Os resultados estdo na faixa de 18,4 a 23,6 Mgexirato/Mgpppr- ., Valores 18 a
62 vezes maiores que o valor apresentado pelo padrdo do acido clorogénico 5-CQA.
Este ultimo é utilizado como referencial, pois os compostos fendlicos sdo os
principais responséveis pela atividade antioxidante no café e o 5-CQA € o composto
fendlico mais abundante nesta matriz (CLIFFORD, 2006). Dias et al., (2005)
descreveram um teor de 5-CQA de 0,515 g.100g™ de café (0,5%) em grau de torra

média.

Os resultados deste estudo estdo abaixo dos encontrados por Casazza et al.,
(2010), que reportou uma atividade antioxidante em torno de 50 MQextrato/MYDPPH: .
para residuo da indastria de vinho e suco de uva. Arruda et al (2012) encontrou em
torno de 3 MQexrato/MAoreH. Para Oleo de café (extraido com etanol, pela mesma
técnica empregada neste estudo), enquanto Dangelo (2013) reportou 5,5
MQextratd/MJppPH. . Para extrato etandlico de borra de café espresso comercial,

também extraido por etanol com agitagéo orbital.
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A presenca de antioxidantes é um fator que agrega valor ao extrato etandlico
da borra de café espresso em capsulas, favorecendo o uso deste produto em

destina¢cdes mais nobres na industria alimenticia e de cosméticos, ja citados.

5.5. Fator de Protecédo Solar (FPS)

Para medir o Fator de Prote¢cdo Solar (FPS) por meio do método
espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al., (1986) é necessario obter as
absorbancias da solugdo amostra na faixa de 290 a 320 nm. A figura 6 mostra o
perfil absorciométrico ou varredura de uma das amostras estudadas na faixa de 280
a 330 nm. E possivel notar no espectro abaixo que a amostra absorve nesta regio,
apresentando um decaimento significativo de absorbancia por volta de 305 nm em

diante.

0600

Abs

280 2580 300 210 320 320 240

Comprimentoe de onda {nm}

Figura 6: Varredura espectrofotométrica do extrato etandlico da borra de café espresso
(280 — 320 nm)

O fator de protecéo solar encontrado para cada amostra e seus respectivos

desvios padréo estéo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Fator de Protecéo Solar (FPS) do extrato etandlico da borra de café

Amostra Fator de Protecéo Solar (FPS)
A 2,44 +0,0386°

2,76 +0,0651°

2,51 +0,0664°

2,69 +0,0553¢

2,27 +0,0579°

2,29 +0,0212°

m m O O W

*Resultados expressos como média + desvio padrdao de 3 replicatas.
*Valores acompanhados por letras diferentes sdo significativamente
diferentes (pelo teste de Fisher LSD, p<0,05).

O fator de protecéo solar (FPS) variou de 2,27 a 2,76. As amostras com
composicOes diferentes de ardbica e robusta e, além disso, advindos de regides
distintas n&o apresentaram diferengas significativas no poder de minimizar os efeitos

dos raios UV.

Esses valores encontrados para o extrato etandlico da borra de café espresso
em capsulas estdo proximos dos resultados obtidos por Wagemaker et al. (2010)
para o Oleo de café. Neste caso, os autores reportaram valores de fator de protecdo
solar de 1,72 e 0,62 para as variedades arabica e robusta, respectivamente. Arruda
et al. (2010) reportaram fator de protegdo solar 5,72 para 6leo de café verde torrado,

6,20 para Oleo de café cereja torrado e 9,60 para 6leo de café boia torrado.

O extrato etandlico da borra de café espresso em capsulas € um produto
obtido a partir de um residuo da agroindustria e por apresentar FPS, pode ser
aplicado na industria de cosméticos na formulagdo de produtos como substituto do
Oleo de café torrado, com o objetivo de bloquear radiagdes UV, hidratar e regenerar

a camada hidrolipidica da pele.
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6. CONCLUSAO

A extracdo com etanol gerou um produto com alto teor de 6leo e, devido ao
seu carater polar, removeu também, substancias hidrossoluveis que ndo seriam
extraidas com hexano, solvente comumente utilizado na industria de 6leos. Estes
compostos estdo associados a caracteristicas que agregam valor ao produto como

aroma, atividade antioxidante e fator de protegéo solar.

O perfil de volateis do extrato etandlico, obtido pela técnica HS-MEFS-CG-
EM, mostrou-se compativel ao perfil reportado na literatura para 6leo de café, o que
possibilita sua utilizagdo em produtos com a finalidade de realcar o flavor. A analise
quimiomeétrica discriminou as amostras atraveés das areas dos picos cromatogréficos
relativos aos compostos volateis. Os extratos etandlicos de uma mesma amostra
foram agrupados, confirmando que a extragéo etandlica é repetitiva, e de amostras

distintas foram separados.

Os extratos apresentaram atividade antioxidante e fator de protecdo solar, o

que permite a sua utilizacéo na formulacé@o de produtos alimenticios e cosméticos.

A partir da caracterizagdo realizada neste estudo, pode-se inferir que os
extratos etandlicos de borra de café espresso em cépsulas apresentaram
propriedades quimicas de interesse industrial. A viabilidade de sua aplicacéo pode

ser objeto de avaliagdo futura em inddstrias alimenticias e cosméticas
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e 8. ANEXOS

8.1 Anexo 1

A determinacé@o espectrofotométrica da atividade antioxidante é realizada a
515 nm (ponto de maior absorbéncia na curva marcada em lilas). Como se pode
observar na Figura 7, a forma radicalar do DPPHe apresenta sua maxima absorgéo
(comprimento de onda maximo) neste comprimento de onda. J& a forma estabilizada
do reagente, possui uma absorgdo muito baixa no mesmo comprimento de onda.
Conforme as substancias antioxidantes do extrato da borra (ou outra matriz em
estudo) estabilizam o radical DPPHe , a absorbancia da solug&o controle diminui. A
escolha do comprimento de onda correto para um determinado analito é essencial

para a seletividade do método em questao.

0,800 -
0,700
0,600 1
0,500 +
0,400 -
0,300
0,200 - DPPH
0,100 -

0,000 T T — T T T T T T T T T T 1
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 630 70O

DPPH-

Absorbancia

Comprimento de onda (nm)

Figura 7: Espectro de absorbancia das diferentes formas de DPPHs .
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Anexo 2

Para o célculo final da atividade antioxidante, é imprescindivel o
conhecimento da quantidade, em massa, do reagente DPPHe . consumido pelo
extrato. Para tal, € necessério conhecer esta quantidade na solucdo controle, que
reage com a amostra. A Figura 8 ilustra a curva de calibragdo do reagente DPPH- .

(Abs x Concentrag&o) no comprimento de onda 515 nm.
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Figura 8: Curva Analitica de DPPHe.
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Anexo 3

A curva analitica obtida quando se reage a amostra com a solugdo de DPPHe

€ uma funcdo linear inversa. A relacdo observada é absorbéancia de DPPHs .
versus concentracdo de extrato. Portanto, quando a concentracdo do extrato
aumenta, maior € a quantidade de substéncias antioxidantes que estabilizam os
radicais livres presentes no reagente, causando um decaimento na absorbancia da
solucéo do reagente. E importante ressaltar que, mesmo tratando-se de uma relagéo
inversa, os célculos quantitativos em espectrofotometria seguem a lei de Lambert-
Beer e, portanto, ha uma faixa delimitada onde este decaimento € linear com o

aumento da concentragéo de antioxidantes.
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Figura 9: Curva de DPPHe . + extrato etanélico (60 min)



