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Extracao e caracterizagao de compostos do
residuo vegetal casca de café

RESUMO

A quantidade de residuos gerados durante o beneficiamento do café no Brasil
(principalmente casca) representa aproximadamente 50% da producdo. Visando diminuir
este problema, o objetivo deste trabalho foi obter diferentes extratos das cascas de café,
avaliar sua composicdo e atividade antimicrobiana. Utilizando extragdes por Soxhlet, com
solventes de diferentes polaridades e seletividades e analisando estes extratos por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, foi possivel observar que os extratos diferiam
em composi¢do quimica e que apenas cloroférmio e diclorometano foram capazes de
extrair a cafeina, devido a seletividades destes solventes. Os componentes hidrofilicos
foram extraidos utilizando diferentes proporg¢des de etanol e agua, a temperatura ambiente
e a 40 °C. A cafeina presente nestes extratos foi quantificada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. A mudanga na composi¢do do solvente e temperatura ndo alteraram a
composicdo quimica dos extratos, porém alteraram a quantidade de cafeina extraida.
Nenhum dos extratos testados demonstrou atividade contra os microrganismos Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Bacillus cereus (ATCC 14579). Pode-se
concluir que as cascas de café apresentam grande potencial para a extracdo de cafeina,
agregando valor a este residuo vegetal e contribuindo para o aproveitamento dos residuos
produzidos no beneficiamento do café, o que diminuiria o impacto ambiental gerado pelo
descarte destes.

PALAVRAS-CHAVE: casca de café; extrato oleoso; extrato hidroetandlico; cafeina; residuos
vegetais.
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INTRODUCAO

No Brasil, maior produtor e exportador mundial de café além de segundo
maior consumidor do produto, sdo cultivadas duas espécies de café, a Coffea
arabica e a Coffea canephora. Também sdo conhecidas como café ardbica e café
robusta ou conilon, respectivamente, e a area plantada no pais corresponde a
2.251.968,2 hectares. Do total de sacas produzidas no Brasil que é de
aproximadamente 20 milhdes, cerca de 46,25% sdo destinadas ao consumo
interno. Com relacdo a producdao mundial, o Brasil é responsavel por 30% do
mercado internacional (USDA, 2015; ABIC, 2016; BRASIL, 2016).

O processamento do café pode ser realizado por dois métodos, sendo a via
seca e a via Umida, gerando diferentes tipos de residuos. O processo em via Umida
consiste no uso de dgua para retirada da casca e polpa do fruto, seguida pela
secagem e producdo do café denominado pergaminho, dando continuidade as
demais etapas durante o beneficiamento. Ja no processo em via seca, uma técnica
mais simples, a secagem é realizada diretamente nos graos, ao contrario da via
Umida, gerando o café em coco para o beneficiamento posterior (YOSHIDA, 2005).

Na despolpa por via seca, a principal via de producdo de residuo é a retirada
das cascas. O residuo obtido além da casca, possui também a polpa e o
pergaminho. Quando a despolpa é realizada por via Umida, o residuo inicial é
composto por polpa e casca, e apds a secagem dos grdos, sdo retirados os
pergaminhos, presentes em 12% dos frutos secos colhidos, originando ainda mais
residuos (BRUM, 2007).

De acordo com Fernandes (2007), Brum (2007), Lima et al. (2013) e a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016), com base nos processos
utilizados para o beneficiamento dos graos de café, o principal método utilizado
no Brasil é por via seca, tendo elevado potencial na gera¢do de residuos
agroindustriais, que ao serem dispostos inadequadamente, podem afetar o meio
ambiente, causando a polui¢do de solos e dguas.

Os graos de café sdo constituidos pelo epicarpo (casca), mesocarpo (polpa ou
mucilagem), endocarpo (pergaminho) e pelicula (BRUM, 2007). No beneficiamento
dos grdos, a quantidade de residuo (casca) constitui aproximadamente 50% da
produgdo, isto é, a quantidade de café beneficiado é similar a quantidade de
residuos gerados por meio do beneficiamento (ZOCA, 2012). Dessa forma,
considerando que na safra de 2015 foram beneficiadas 43,24 milhGes de sacas de
café (CONAB, 2016), estima-se que foram gerados aproximadamente 2,58 milhdes
de toneladas de cascas de café.

As cascas do café, provenientes do método de via seca, caracterizam-se por
sua riqueza em nutrientes e metabdlitos secundarios, incluindo substancias como
cafeina, taninos e polifendis (FERNANDES, 2007). Analisando a composicdo
guimica da casca de café, Brand et al. (2000) obtiveram: 11,98% de umidade,
31,86% de fibras, 26,50% de agucares totais, 1,50% de lipideos, 6,03% de cinzas,
11,70% de proteina, 9,30% de taninos e 1,20% de cafeina. De acordo com os a
literatura, percebe-se que os dados apresentam certas variagdes na quantificacdo
dos constituintes das cascas de café, sendo que as diferencgas, segundo Yoshida
(2005), podem ser vinculadas as diferentes composi¢oes das espécies analisadas e
por se tratar de um residuo industrial proveniente de processamentos e
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armazenamentos diferentes, importante fator de alteracdo na composicdo
guimica das cascas de café.

Segundo Gongalves et al. (2005), alguns extratos vegetais apresentam
substancias com propriedades antimicrobianas, encontrando-se entre estas, os
compostos fendlicos e os alcaloides. Muitos compostos fendlicos apresentam
atividade antimicrobiana em algum tipo de microrganismo (ALMAJANO et al.,,
2008). Entre os compostos fendlicos presentes nos graos de café, estdo os acidos
hidroxicindmicos, sendo estes os componentes majoritarios desta matriz. O 4cido
hidroxicindmico mais comumente encontrado nos grdos de café é o Aacido
clorogénico (ANDRADE, 2011).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), um alcaloide do grupo das xantinas, presente
no café, apresenta atividades bioldgicas importantes, como atividade antioxidante
e antimicrobiana (ANDRADE, 2011), e estimulante. Fardiaz (1995) avaliou o efeito
de extratos de café em diferentes concentracdes sobre o crescimento de alguns
microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bolores e
leveduras. Entre os microrganismos avaliados, a cafeina contribuiu para a atividade
antimicrobiana dos extratos, entretanto, em pequenas concentragGes pode-se
observar que esta pode estimular o crescimento de bactérias como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Streptococcus faecalis.

As cascas de café, embora em menor concentracdo quando comparada aos
graos, também apresentam taninos e cafeina. A diferenca em quantidade destes
compostos depende do modo e eficiéncia do processamento, variedade da cultura,
tipo de solo e condicbes de cultivo (ELIAS, 1979; PANDEY et al., 2000).

Os residuos podem conter substancias reutilizdveis de alto valor agregado,
possiveis de serem convertidas em produtos comerciais, através de tecnologias
adequadas (LAUFENBERG et al., 2003). Neste sentido, € importante avaliar os
compostos presentes nas cascas de café, residuo agroindustrial abundante no
Brasil, visando agregar valor comercial a estes residuos, utilizados na agricultura
como fonte de matéria organica, na produgdo de frangos utilizando as cascas como
cama de avidrio e alimentagdo de animais, apesar da baixa digestibilidade.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi realizar a extragdo dos constituintes
das cascas de café, com diferentes solventes e tragar os perfis dos componentes
lipofilicos e hidrofilicos, utilizando diferentes técnicas analiticas. Objetivou-se
também a identificacdo de metabdlitos de valor comercial e a obtencdo de
extratos com maior concentracdo destes metabdlitos, além disto o potencial
antimicrobiano destes extratos foi avaliado.

MATERIAIS E METODOS

MATERIA-PRIMA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As cascas de café utilizadas para a realizacdo deste estudo foram fornecidas
pela Coamo Agroindustrial Cooperativa (Campo Mourdo — PR), resultantes do
beneficiamento de graos por via seca. As cascas sdo provenientes de uma mistura
das variedades arabica e conilon plantadas na regido do Parana e de Minas Gerais,
da safra de 2015. O material foi homogeneizado e triturado em moinho de facas
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(Solab), com o diametro das particulas de 0,85 mm, embalado e armazenado em
congelador até a realizacdo dos experimentos.

EXTRAGOES POR SOXHLET

A obtencdo dos extratos oleosos das cascas de café foi realizada no sistema
de extracdo Soxhlet com circuito de chapas de aquecimento (Prodicil, Mod. 11.36
L), por 5 horas, utilizando 3 g de amostra e 200 mL do solvente selecionado,
conforme método proposto por Lim et al. (2010), com modificacdes na proporcdo
soluto/solvente. Foram empregados cinco diferentes solventes, de grau analitico
para a extracdo: n-hexano (Dindmica 98,5%), ciclohexano (Dindmica 99,0%),
diclorometano (Neon 99,5%), cloroférmio (Proquimicos 99,8%) e éter de petréleo
(Vetec 99,9%). Os extratos obtidos foram recuperados por evaporacdo do
solvente, acondicionados em frascos e armazenados a -18 °C, em freezer
domeéstico. O rendimento de cada extragao foi calculado através da Equagao 1. Os
resultados de rendimento foram avaliados por analise de varidancia ANOVA a 95%
de confianga através do software Excel.

R(%):MXIOO Equagdo (1)

casca

Onde:
Mextrato (g) = representa a massa de fragdo oleosa obtida na extracao;

Measca (8) = Massa de casca de café utilizada na extragdo em base Umida.

PERFIL DOS EXTRATOS OLEOSOS E IDENTIFICAGCAO DE CAFEINA POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-MS)

Os extratos oleosos extraidos com diferentes solventes foram analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS). As analises
foram realizadas em cromatégrafo a gas acoplado a espectrémetro de massas
(Shimadzu GC-2010 Plus), com coluna capilar de silica fundida modelo Rtx-5MS
(Restek, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e injetor split (1:50) a 245 °C. O volume
injetado foi 2,0 puL. O gés hélio foi utilizado como gas de arraste. A ionizacdo foi
realizada por impacto de elétrons (IE), com voltagem de 70 eV e corrente de
emissdao de 60 uA. A aquisicdo dos dados ocorreu no modo SCAN, com
monitoramento dos ions de 35 a 300 m/z. A temperatura na separacdo foi de 80 °C
durante 6 minutos seguido por um aumento na temperatura de 6 °C.min?! até
120 °C, em seguida a temperatura foi aumentada em 30 °C.mint até 215 °C e
finalmente elevada em 6 °C.min! até 240 °C sendo mantida por 5 minutos, com
um total de tempo de corrida de 25 min.

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Para a analise de FTIR foi utilizada a metodologia descrita por Leimann (2011),
com modificagbes. A identificagdo de grupos funcionais caracteristicos, na
composicdo dos extratos apolares, obtidos com solventes de diferentes
polaridades e seletividades, foi realizada por FTIR. Foram preparadas pastilhas de
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brometo de potassio (KBr) contendo o extrato (6leo) disperso no mesmo. As
pastilhas foram analisadas em espectrofotémetro Shimadzu (IR AFFINITY-1). Os
espectros foram obtidos na faixa de 4000—400 cm™ utilizando 32 acumulac¢des e
resolucdo de 4 cm™. Para comparacdo da composicdo dos extratos, foram
analisados os espectros de cada dleo obtido.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OLEOSOS POR
DIFUSAO EM DISCO

O método de antibiograma de Kirby e Bauer, de acordo com o protocolo
estabelecido pelo documento M100-519/2009, “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI, 2009) foi utilizado, para a avaliagdo da atividade antimicrobiana
dos extratos de baixa polaridade. Para determinacdo da atividade foram utilizadas
placas estéreis contendo Agar Mueller Hinton com o cultivo recente de bactérias a
serem analisadas, sendo elas: Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Bacillus cereus (ATCC 14579). Os discos foram elaborados com
papel filtro quantitativo de 125 mm (Unifil) estéril. Para a embebicdo dos discos,
os extratos oleosos de baixa polaridade obtidos de diferentes solventes foram
dissolvidos em seus respetivos solventes e mantidos em fluxo laminar estéril até a
evaporacdo completa do solvente.

Os discos de cada extrato obtido foram colocados sobre a superficie do meio.
Por fim, as placas foram encubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de
37 °C por 24 horas. Cada teste foi realizado em duplicata. Apds o periodo de
incubacao, foi avaliada a formacgao de halos de inibicdo em torno dos discos (CLSI,
2009).

EXTRACAO DOS COMPOSTOS HIDROFILICOS DAS CASCAS DE CAFE

Para a extracdo dos compostos com maior polaridade das cascas de café
foram testadas quatro condi¢cdes de solvente em dois métodos de extracao,
utilizando 1 g de cascas de café para 20 mL de solvente. Foram utilizadas solucGes
hidroetandlicas, com porcentagens de 20, 40, 60 e 80% de etanol e a proporgao
soluto/solvente de 1:20 (m/v). A extracdo a frio foi realizada a temperatura
ambiente (20-25 °C) em tubos tipo Falcon com agitagdo em um homogeneizador
rotativo de tubos (Phoenix, AP 22). A extracdo a quente foi realizada a 40 °C no
mesmo tipo de tubo utilizando um banho térmico com agitacdo. As extracdes
foram realizadas por 24 horas e os extratos foram filtrados em papéis filtro
guantitativos (125 mm, Unifil). Imediatamente apds a filtracdo, os extratos foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD).

CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR HPLC-DAD

Os extratos foram filtrados através de um filtro de seringa de nylon de 0,22
pm (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) e analisados em cromatdgrafo liquido Dionex
Ultimate 3000 (Dionex, Idstein, Alemanha) acoplado a detector de arranjo de
diodos. O software Chromeleon foi utilizado para controlar o amostrador
automatico, configurar os gradientes e realizar a aquisicao de dados. As separagdes
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foram realizadas em uma coluna Acclaim® 120, Cis, 5 pm, 120 A (4,6 mm x 250
mm), operando a 40 °C com fluxo de 1,0 mL.min’. As fases mdveis utilizadas foram
uma solugdo de acido acético 1% (Solvente A) e metanol (Solvente B) com tempo
total de andlise de 65 min e gradiente programado como segue: 5-10% B (0-2
min), 10-12% B (2—3 min), 12—-16% B (3—5 min), 16—23% B (5—10 min), 23-33% B
(10-20 min), 33—-45% B (20—30 min), 45—-65% B (30—40 min), 65-80% B (40-45
min), 80—-100% B (45-50 min), 100% B (50—-55 min), 100—5% B (55—60 min) e 5% B
(60—65 min). Os tempos de retencdo e espectros de UV dos compostos presentes
no extrato das cascas de café foram comparados aos dos padrées disponiveis no
laboratério, sendo estes: acido galico, catequina, acido siringico, capsaicina, acido
clorogénico, 4cido cafeico, 4cido p-cumarico, acido ferdlico, dihidrocapsaicina,
rutina, quercetina, teobromina e cafeina. Os padrdes foram separados como
descrito no gradiente citado acima, otimizado por Rodrigues et al. (2015). As
anadlises foram realizadas em triplicata.

QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR HPLC-DAD

Para quantificacdo da cafeina nos extratos hidroetandlicos, um novo
gradiente foi otimizado, utilizando como fases moéveis: solucdo de acido acético 1%
(Solvente A) e metanol (Solvente B) para um total de tempo de execugdo de 32
min. A quantificacdao da cafeina foi realizada por HPLC-DAD, utilizando o mesmo
cromatdgrafo descrito anteriormente. O gradiente foi programado como segue:
30% B (0—10 min), 30-100% B (10—12 min), 100% B (12—20 min), 100-30% B
(20-22 min), 30% B (22—32 min). As separagdes foram realizadas em coluna
Acclaim® 120, Cis, 5 um, 120 A (4,6 mm x 250 mm), operando a 40 °C com vazdo
de 1,0 mL.min? e detec¢do no UV (A = 271 nm). Esse método foi utilizado para
determinar a melhor proporgdo de solvente extrator e tipo de extracdo para a
cafeina. As amostras foram analisadas em triplicata e a média das areas dos picos
foi utilizada para a quantificacao.

Para determinacdo da linearidade foram preparadas solugGes para a
construcdo das curvas analiticas através de padronizagdo externa, utilizando-se
cafeina padrdao comercial (98% de pureza; ISOFAR) nas concentragdes de 0,980;
0,490; 0,294; 0,196; 0,098; 0,049; 0,025 e 0,010 mg.mL* as andlises de cada ponto
foram realizadas em triplicata.

O limite de detecgdo (LD) foi calculado a partir da Equagdo 2 e o limite de
quantificacdo (LQ) foi determinado pela Equagdo 3 (RIBANI, 2004; SHRIVASTAVA,;
GUPTA, 2011).

tb=33 X% Equacgdo (2)
LQ=10xs_ Equacdo (3)
S

Onde:
s = estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da equacao;

S =inclinacdo (“slope”), ou coeficiente angular da curva analitica.
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COMPARAGAO DO TEOR DE CAFEINA EXTRAIDO DAS CASCAS E DOS GRAOS DE
CAFE

A metodologia de extragdo que proporcionou o melhor rendimento de cafeina
a partir das cascas de café, determinado por HPLC-DAD, foi utilizada para a
obtencdo de um extrato dos graos de café, torrados e moidos, para comparacao
do teor de cafeina nas cascas (residuos) e graos de café. O perfil dos extratos fol
obtido seguindo a metodologia descrita para a caracterizacdo dos extratos
hidroetandlicos por HPLC-DAD. Para a quantificacdo da cafeina extraida nos graos
de café e comparacdo com as cascas foi utilizada a metodologia otimizada para a
guantificacao, utilizando-se 1 g de café torrado e moido para 20 mL de solvente
extrator. A amostra de café torrada e moida, utilizada para a realizacao desse
estudo, foi adquirida no comércio local da cidade de Campo Mourdo, da linha
tradicional, da empresa que concedeu as amostras de cascas de café.

DETERMINACAO in vitro DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DA CASCA DE CAFE

O extrato hidroetandlico das cascas de café obtido pela melhor condicdo de
extragdo (etanol 40%) foi seco em estufa com circulagdo de ar a 50 °C, em placas
de petri, pelo periodo de 24 horas. Apds este periodo, o extrato foi resolubilizado
em 20 mL de dgua destilada e congelado em ultra freezer a -76 °C. Posteriormente,
o extrato foi submetido a secagem por liofilizacdo (L101-LIOTOP), a uma pressao
de vacuo de aproximadamente 61 uHg a -53 °C. O produto liofilizado foi embalado
e armazenado em frasco plastico em freezer doméstico.

Para avaliagcdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico com
melhor teor de cafeina, foi utilizado o método de micro diluicdo em caldo, de
acordo com o protocolo estabelecido pelo documento M100-522/2012, “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2012). Foram preparadas placas estéreis
com o cultivo recente das bactérias a serem analisadas, sendo elas: Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Escherichia Coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Para a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM),
foram feitas dilui¢Ges seriadas (1:2) do extrato em 100 pL de caldo Mueller Hinton
Broth (MHB), com uma concentrac3o inicial de 8 mg.mL? e final de 0,015 mg.mL.
As microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica (Fanem, Mod. 002 CB) a
temperatura de 35 °C durante 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

EXTRACOES POR SOXHLET

As extracGes por Soxhlet, foram realizadas em triplicata, utilizando solventes
de diferentes polaridades. Os rendimentos das extracGes e indices de polaridade
dos solventes utilizados, de acordo com Collins et al. (2006) e Neto e Nunes (2003),
estdao apresentados na Tabela 1.

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mourao, v. 8, n. 2, p. 68-89, abr./jun. 2017.



FRREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

Péagina | 75

Tabela 1. Rendimento médio das extragdes de 6leo utilizando diferentes solventes.

Solvente Polaridade” Rendimento (%)
éter de Petrdleo 0,00 0,78 £ 0,05
ciclohexano 0,04 1,19 +0,03
n-hexano 0,10 0,95 +0,09
diclorometano 3,10 1,26 +0,08
cloroférmio 4,10 1,55 £0,23

NOTA: * indice de polaridade dos solventes em ordem crescente.

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que o melhor
rendimento médio do extrato bruto encontrado foi obtido utilizando cloroférmio
como solvente extrator. Pode-se verificar que ndao houve diferenga significativa
(p > 0,05) entre os rendimentos obtidos utilizando os diferentes solventes. Por
meio desse método de extracdo, a temperatura, a reciclagem do solvente e a
interacdo entre o solvente e a matriz vegetal, favorecem a extracao de compostos,
gue de acordo com as caracteristicas dos solventes, podem apresentar variacdes
no rendimento dos extratos obtidos e composicdo quimica (MEZZOMO et al.,
2009).

Os solventes quimicamente semelhantes que possuem parametros de
seletividade similares fazem parte do mesmo grupo, no entanto, podem
apresentar diferentes valores de polaridade (POOLE; DIAS, 2000). A partir dos
resultados, é possivel verificar que os solventes com maiores indices de polaridade
apresentaram melhores rendimentos nas extragées. De acordo com os resultados
obtidos em um estudo por Andrade (2011), as cascas de café possuem grande
quantidade de compostos de média e alta polaridade, sendo que solventes com
essas caracteristicas, como o diclorometano e cloroférmio (polaridade
intermedidria), podem obter bons rendimentos na extragdo por Soxhlet.

Comparando o percentual médio de rendimento obtido utilizando o solvente
cloroférmio com os rendimentos encontrados na literatura, observou-se que o
valor encontrado esta entre os resultados obtidos em alguns estudos, como de
Brand et al. (2000), por exemplo. No entanto, notou-se que os rendimentos
obtidos no presente estudo ndo foram semelhantes ao encontrado por Andrade
(2011) para o extrato oleoso, sendo que a polaridade dos solventes utilizados por
esse autor (etanol e acetato de etila), apresentaram melhores rendimentos (3,4 e
4,8%, respectivamente).

IDENTIFICACAO DE CAFEINA NOS EXTRATOS OLEOSOS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-MS)

A caracterizacdo dos extratos oleosos obtidos por Soxhlet, utilizando
diferentes solventes extratores foi realizada por CG-MS. Pela analise dos
cromatogramas e espectros de massas obtidos por CG-MS e comparag¢ao dos
dados de fragmentacdo com a biblioteca virtual NIST 21, foi possivel identificar a
cafeina nos extratos obtidos com diclorometano e cloroféormio, com tempo de
retencdo (tg) igual a 19,95 min (Figura 1). Apenas os solventes com caracteristicas
dipolares foram capazes de extrair a cafeina devido a seletividade dos mesmos.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por CG-MS (EI) dos extratos oleosos das cascas de café,
extraidos por diferentes solventes.

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Na Figura 2 estdo apresentados os espectros de FTIR obtidos para os extratos
oleosos das cascas de café por diferentes solventes e na Figura 3 as estruturas
guimicas da cafeina e do acido clorogénico, identificados nestes extratos. Na
Tabela 2 as bandas de absor¢do identificadas estdo relacionadas com as
respectivas ligacGes da cafeina e/ou acido clorogénico.

As bandas de absorcdo no infravermelho caracteristicas da molécula de
cafeina e acido clorogénico aparecem nos espectros dos extratos obtidos
utilizando cloroférmio e diclorometano como solventes de extracdo (Figura 2).
Entre essas bandas, para o acido clorogénico, identificou-se as bandas referentes
a carbonila de éster (1715 cm™), hidroxila (1316 cm™), hidroxila referente a
estrutura fendlica (3750 cm™) e ao acido carboxilico (3400 cm?), além da ligagdo
carbono-carbono sp? do anel aromdtico (1516 cm?), permitindo confirmar a
estrutura deste composto. Para a cafeina, foram identificadas as bandas de
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carbonila (1715 cm™), das ligages simples carbono-hidrogénio (2950 cm™) e dupla
carbono-carbono (3116 cm™), além das bandas caracteristicas da ligacdo de
aminas (1216 e 1016 cm™) e amidas (1650 cm™), confirmando a estrutura da
cafeina. Os demais espectros ndo apresentam tais bandas, corroborando com os
resultados obtidos por CG-MS.
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Figura 2. Espectros de FTIR dos extratos da casca de café obtidos com os diferentes
solventes organicos. As setas em verde indicam as bandas caracteristicas do acido
clorogénico, em azul da cafeina e em preto as bandas comuns aos dois compostos.
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Figura 3. Estruturas quimicas da cafeina (a) e do acido clorogénico (b).

De acordo com Belay et al. (2008) a literatura indica que o diclorometano e o
cloroférmio sdo Uteis para descafeinacdo de graos de café, porém estes sdo
solventes toxicos que podem deixar residuos no material extraido, além de gerar
residuos apds a extracdao que devem ser tratados de maneira especial para o
descarte. O mesmo autor cita que a eficiéncia do diclorometano para extrair a
cafeina a partir de graos de café é de 98-99% e que o cloroférmio embora tenha
uma boa eficiéncia de extracdo tende a extrair uma quantidade maior de

| compostos interferentes que o diclorometano.
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Tabela 2. Bandas de absorc¢ao identificadas nos espectros de FTIR dos extratos de casca de
café.

Composto Ligacao Banda (cm™) Banda da Referéncia
referéncia (cm™)
Acido Cc=0 1715 1692 (BHATTACHARYYA
clorogénico c-0 1316 1334 etal., 2014)
OH fendlico 3750 3860
OH 4cido 3400 3736
carboxilico
C = Caromatico 1516 1513
Cafeina Cc=0 1715 1703 (MOHAMMED; AL-
=C-H 3116 3112 BAYATI, 2009)
C-H 2950 2953
C—N 1216 1236
C—-N 1016 1024
C=N 1650 1657

Andrade et al. (2012) realizaram extragdo de grdos de café ja utilizados e
cascas de café, por Soxhlet utilizando os seguintes solventes: n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol. Os autores identificaram a presenca de
acido clorogénico somente no extrato obtido utilizando acetato de etila. A cafeina
foi identificada nos extratos obtidos com n-hexano (2,1 ug por mg de extrato),
diclorometano (189,9 ug por mg de extrato) e etanol (129,6 pug por mg de extrato).
Possivelmente no presente trabalho a cafeina possa ter sido extraida pelos
solventes de menor polaridade (n-hexano, ciclohexano e éter de petréleo), porém
numa proporcao muito menor que pelo cloroférmio e pelo diclorometano, ndo
tendo destaque das bandas caracteristicas nos espectros em func¢do da baixa
concentragao.

CARACTERIZAGCAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR HPLC-DAD

O perfil cromatografico dos componentes de maior polaridade presentes nas
cascas de café foi avaliado por HPLC-DAD. Para a otimizacdo da extracdo destes
constituintes, foram testadas diferentes proporg¢des dos solventes extratores
etanol e agua (etanol: 80, 60, 40 e 20%) utilizando um método de extragdo a frio e
a quente.

Etanol e dgua foram escolhidos como solventes extratores, pois esta opg¢ao
gera residuos menos toxicos do que o uso de metanol, por exemplo. O etanol é
considerado um “biosolvente”, por ser obtido a partir de fontes renovaveis e por
ser menos nocivo a salde dos analistas além de poder ser descartado como
residuo comum (CARDOZO et al., 2013).

Garcia e Del Bianchi (2015) avaliando a capacidade antioxidante de diferentes
residuos do beneficiamento de café. Extrairam compostos fendlicos das cascas de
café utilizando acetona e agua, identificando e quantificando o acido clorogénico
por HPLC, presente em maior quantidade na casca de café que nos outros residuos.
Mediante os resultados obtidos por HPLC-DAD no presente trabalho, foi possivel
identificar o dacido clorogénico nos extratos, corroborando com resultados
apresentados na literatura. Entretanto, o acido clorogénico nao foi identificado
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como composto majoritdrio do extrato das cascas de café no presente trabalho,
sendo esse fato explicado pela utilizacdo de outra solugdo extratora (etanol e
agua). Ainda assim, a obtencdo de acido clorogénico a partir das cascas de café
pode ser uma alternativa para a industria farmacéutica e de alimentos,
considerando a atividade bioldgica desse composto fendlico e agregacao de valor
ao residuo agroindustrial (PANDEY et al., 2000; GARCIA; DEL BIANCHI, 2015).

Avaliando a composicao de diferentes extratos de casca de café por HPLC em
fase reversa obtidos com acetato de etila e etanol, sob diferentes métodos,
Andrade et al. (2012) encontraram para os extratos das cascas de café os seguintes
compostos: dcido vanilico, epicatequina, acido galico, acido tanico, &acido
protocatecuico e acido clorogénico, sendo este ultimo o composto fendlico
identificado na maioria dos extratos. Os acidos clorogénicos sdo os principais
componentes fendlicos do café, sdo sollveis em alcoois de cadeia curta e em
misturas alcool-agua (AZEVEDO, 2005).

Pode-se observar neste estudo que a mudancga na propor¢ao da mistura dos
solventes extratores (etanol e 4gua) ndo resultou em mudancas significativas na
composicdo quimica dos extratos, porém houve mudanca na quantidade extraida
do composto majoritdrio. O composto majoritdrio com tg = 15,9 min foi
identificado por comparacdo do tempo de retengdo e espectro de UV com o do
padrdo comercial. A substancia majoritaria foi identificada como sendo a cafeina.
A comparacdo dos perfis cromatograficos para os extratos obtidos na extracdo a
frio utilizando diferentes proporg¢des de etanol e dgua por HPLC-DAD (A 271 nm)
estdo apresentados na Figura 4.

Retention Time [min]

z . P 325.7
cafeina {782 1 acido clorogénico b

40,0 40,0
] 221.1 i

2214 239.8

20,04 20,0
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Figura 4. (a) Comparacdo dos perfis cromatograficos para os extratos obtidos na extracao
a frio utilizando diferentes proporcdes de etanol e dgua por HPLC-DAD (A 271 nm). (b)
espectros de UV das substancias identificadas nos extratos.

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mouréo, v. 8, n. 2, p. 68-89, abr./jun. 2017.



FRREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR HPLC-DAD

Apds a identificacdo da cafeina, como composto majoritario nos extratos
obtidos das cascas de café nas extragGes a frio e a quente, procedeu-se para a sua
quantificacao.

A quantificagdo da cafeina, foi realizada através da construgdo da curva de
calibracdo externa na faixa de concentracdo de 0,01 mg.mL? a 0,98 mg.mL?,
representada pela equacao da reta y = 96,601x + 0,4215 e com o coeficiente de
correlacdo (R?) de 0,9998.

O método analitico foi considerado linear na faixa de estudo. Para as
concentracdes de cafeina testadas e as respectivas areas dos picos, obteve-se um
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9998, o que se caracteriza linear e adequado
para tal uso. Com os dados obtidos através da analise de linearidade foi possivel
calcular os limites de detec¢dao e quantificagao, através das equagdes 2 e 3,
respectivamente, tendo sido obtidos os valores de 23,9 pg.mL? para o limite de
detec¢do (LD) e 70,1 ug.mL*? para o limite de quantifica¢do (LQ).

Comparando a quantidade de cafeina obtida nas extra¢des a frio e a quente
pode-se verificar que as quantidades de cafeina extraidas foram superiores para
as extracgdes a frio, para todas as proporgdes utilizadas entre etanol e 4gua. Porém
utilizando 40% de etanol obteve-se a maior extracdo de cafeina, com a
concentracdo de 118 pg.mL? de extrato (2,36 pg por mg de casca). A média das
areas dos picos de cafeina em A= 271 nm e a concentragdo de cafeina com tz = 6,89
min obtida nos métodos de extragdo a quente e a frio se encontram descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Quantificacdo da cafeina (ug.mL?) extraida utilizando diferentes propor¢des de
etanol e 4gua nos métodos a frio e a quente através da média das dreas dos picos (n=3) da
cafeinaem A =271 nm.

Média das areas dos picos

AT da cafeina (tz = 6,89 min) Cafeinal(ig-mL=)
Q_20% 10,1183 100,0
F 20% 10,4114 103,1
Q_40% 10,5278 105,1
F_40% 11,7865 118,0
Q_60% 10,8686 108,2
F_60% 11,4665 114,1
Q_80% 10,5371 105,0
F_80% 11,3918 114,2

NOTA: Q = Extragdo a quente; F = Extracgdo a frio.

Andrade et al. (2012), comparando a quantidade de cafeina extraida por
diferentes solventes (diclorometano, n-hexano e etanol) e diferentes métodos de
extracdo (ultrassom, Soxhlet e extragdo supercritica com didxido de carbono com
e sem adicdo de etanol) na borra e nas cascas de café, observou que as
concentragdes de cafeina para o extrato de casca de café foram superiores para

Pagina | 80 i A
todas as condig¢Oes testadas quando comparada aos extratos da borra de café.
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COMPARAGAO DO TEOR DE CAFEINA NAS CASCAS E GRAOS DE CAFE

A cafeina, identificada como a substancia majoritaria nos extratos hidrofilicos
das cascas de café é uma substancia com diversas aplicagdes comerciais, como por
exemplo, na indUstria alimenticia e farmacéutica (ANDRADE, 2011). Sendo o
objetivo deste trabalho caracterizar os constituintes quimicos dos extratos
lipofilicos e hidrofilicos das cascas de café visando agregar valor a este residuo do
beneficiamento do café, foi realizada a comparacdo da quantidade de cafeina
presente nas cascas e graos de café, por HPLC-DAD. A comparacdo foi realizada
utilizando a melhor condicdo de extracdo da cafeina nas cascas de café,
previamente estabelecida como sendo etanol 40%, pelo método de extracdo a frio.
Os cromatogramas dos grdos e cascas de café mostrando a diferenca do teor de
cafeina extraida destas duas matrizes estdo apresentados na Figura 5.

WVL:273 nm
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0,1

Produto

" " "I """ """ """ "[ " " "J """ I v
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Figura 5. Cromatograma de comparacdo da quantificacdo da cafeina nas cascas e graos de
café na melhor condigdo de extragdo (etanol 40% a frio) (A 273 nm).

Pela quantificacdo da cafeina extraida na melhor solucdo extratora,
determinou-se uma razdo de 1 para 6, sendo que os grdos apresentaram
aproximadamente seis vezes mais cafeina do que as cascas de café. A concentracdo
de cafeina obtida nas amostras de cascas e graos de café por HPLC-DAD estdo
apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacgdo da extra¢do da cafeina utilizando etanol 40% no método a frio pela
média das areas dos picos (n=3) da cafeina em A = 273 nm e concentragdo de cafeina nos
diferentes extratos.
Média das areas dos picos
da cafeina (tr= 6,89 min)

Cafeina (ug.mL?)

Café em grao
Casca de café

61,5565 634,3
11,7865 118,0
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Considerando os diferentes métodos de obteng¢do de cafeina com utilizagdo
de solventes organicos como diclorometano, capaz de produzir toxidade aos
produtos empregados, o presente trabalho demonstra uma alternativa para a
obtencdo de cafeina a partir da casca de café, residuo gerado em quantidade
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apreciavel, utilizando solventes menos tdxicos e que causam menos impacto
ambiental.

DETERMINACAO in vitro DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DAS
CASCAS DE CAFE

Como o 4cido clorogénico e a cafeina sdo relatados na literatura como
substancias que apresentam atividade antimicrobiana, o potencial de inibicao de
microrganismos destas substancias foi avaliado para os extratos oleosos obtidos
por Soxhlet, empregando o método de difusdo em disco. Apesar dos relatos na
literatura indicarem que essas substancias possuem atividade antimicrobiana
(GARAMBONE; ROSA, 2007; CHAO et al., 2012; CLAUDIO et al., 2013), os resultados
obtidos no presente trabalho demostraram que ndo houve acdo inibitdria dos
extratos oleosos frente aos microrganismos testados. O extrato hidroetanélico que
apresentou maior concentracdo de cafeina (etanol 40%) também foi testado,
porém, utilizando o método de micro diluicdo. No entanto, ndo foi observada
inibicdo para nenhum dos microrganismos avaliados, nas concentragdes de extrato
testadas (8 a 0,015 mg.mL).

Todos os microrganismos utilizados nesse estudo (Salmonella typhimurium,
Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
cereus) apresentaram resisténcia aos extratos empregados, ndo havendo o
desenvolvimento do halo de inibicdo em torno dos discos, tanto para os extratos
com a presenca de 4cido clorogénico e cafeina (obtidos pelo solvente cloroférmio
e diclorometano), quanto para os demais extratos (n-hexano, ciclohexano e éter
de petrdleo). Para o extrato hidroetandlico também ndo foi possivel determinar a
Concentragdo Bactericida Minima (CBM), pois este ndo apresentou atividade nas
concentragdes testadas.

A propriedade de inibicdo depende de fatores como a cepa de microrganismo
testada, do tipo de extrato e da concentragdo dos principios ativos (ALMAJANO, et
al., 2008). Dessa forma, as concentragOes das substancias presentes nos extratos
podem ter sido insuficientes para o efeito de inibicdo e sugere que concentragdes
maiores dessas substancias poderiam apresentar melhores resultados.

CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a capacidade de extragdao por Soxhlet dos
constituintes das cascas de café, utilizando diferentes solventes organicos. Pode-
se observar que ndo houve diferenca significativa no rendimento dos extratos
oleosos obtidos. Porém, a composicdo quimica dos extratos obtidos apresentou
diferencas quando analisada por FTIR e CG-MS, sendo que apenas os solventes
cloroférmio e diclorometano foram capazes de extrair cafeina e acido clorogénico
das cascas de café.

Para a extracdo dos constituintes mais hidrofilicos das cascas de café foram
propostos dois tipos de extracdo, a quente e a frio, utilizando diferentes
proporgdes de etanol e dgua. Estes extratos foram avaliados por HPLC-DAD, onde
pode-se determinar que as cascas assim como os graos de café sdo boas fontes de
cafeina. O extrato que apresentou maior rendimento de extracdo deste composto
foi obtido a frio utilizando 40% de etanol. Ao comparar o teor de cafeina nas cascas

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mouréo, v. 8, n. 2, p. 68-89, abr./jun. 2017.



FRREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

e graos, os resultados mostraram que apesar da casca de café apresentar menor
concentragdo de cafeina que os grdos, aproximadamente seis vezes menor, o
extrato hidroetandlico da casca apresenta baixa complexidade, o que facilitaria o
uso destas na obtencdo da cafeina pura, agregando valor a este residuo vegetal e
contribuindo para o aproveitamento dos residuos produzidos no beneficiamento
do café, reduzindo assim o impacto ambiental gerado por seu descarte. Além de
propor um método de extracdao que gera menos residuos téxicos por utilizar etanol
como solvente, sendo proposta uma metodologia verde para a obtencdo de
cafeina.

Os extratos obtidos neste estudo ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos testados.
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Extraction and characterization of the
compounds of coffee husk, an industry
residue

ABSTRACT

The residue generated during coffee processing, mainly coffee husks, constitutes
approximately 50% of the coffee production. Looking at this problem, the aim of this study
was to obtain extracts of coffee husks using different solvents, evaluate their composition
and antimicrobial activity. Using Soxhlet extraction, with solvents of different polarities and
selectivities (n-hexane, cyclohexane, dichloromethane, chloroform and petroleum ether),
it was possible to observe, using Gas Chromatography—Mass Spectrometry, and Infrared
Spectroscopy with Fourier Transformation, the difference in chemical composition of the
extracts, being chloroform and dichloromethane the only solvents capable to extract
caffeine. The hydrophilic extracts were obtained using different ethanol/water ratios, at
room temperature and at 40 °C. Changings in the solvent proportions did not change the
chemical profile of the extracts, obtained by High Performance Liquid Chromatography
with Diode Array detection, however, changed the amount of caffeine extracted. Caffeine
was the major compound extracted and the best conditions was at room temperature
using ethanol/water 40% (v/v). None of the extracts tested showed antimicrobial activity
against the bacteria Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Escherichia Coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Bacillus
cereus (ATCC 14579). It can be concluded that coffee husks show considerable amount of
caffeine and could be used as a source of this compound, contributing to the
transformation of this vegetable waste into value added product, reducing the
environmental impact generated by the disposal of this toxic residue.

KEYWORDS: coffee husks; oily extract; hydroethanolic extract; caffeine; vegetable waste.
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