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RESUMO
COSTA, Jéssica Batista da. Separacdo de compostos fenolicos da casca do cafée
utilizando resinas macroporosas. 2019. 61 p. Defesa de dissertacdo (Mestrado).
Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ

O café é uma das culturas mais produzidas e um dos produtos mais consumidos no
cenario mundial e o Brasil € 0 maior exportador deste grdo. Entretanto, durante o seu
processamento, cerca de 20% de sua producdo é convertida em residuos sélidos, que
apresentam uma grande quantidade de substancias bioativas como 0s compostos
fendlicos, de grande interesse para as industrias farmacéuticas e de alimentos. Portanto,
encontrar alternativas na obtencdo dessas substancias de forma mais econdmica e de
uma maneira que ndo afete 0 meio ambiente tem sido alvo de diversos estudos. O uso de
etanol e 4gua como solventes se mostra uma alternativa aos solventes tradicionais e o
processo de adsorgdo utilizando resinas macroporosas tem se destacado nesse cenério,
por ser um método eficiente na separacdo e na aplicacdo em escala industrial. Apesar do
enorme potencial deste processo, nenhum trabalho utilizando resinas macroporosas na
separacdo de compostos fenolicos de cascas do café esta disponivel na literatura. Sendo
assim, este trabalho teve por objetivo extrair compostos fenélicos da casca do café
utilizando solucdo de etanol em agua, caracterizar o extrato e avaliar a adsorcdo e
dessorcdo desses compostos em diferentes tipos de resinas macroporosas. O extrato foi
caracterizado de acordo com suas caracteristicas antioxidantes e propriedades
farmacoldgicas, os resultados para todas as andlises foi expressivo de acordo com o0s
dados disponiveis na literatura. Mostrou melhor resultado na reducéo do ferro (FRAP) e
valores mais expressivos para a inibicdo da enzima o - glucosidase. Dentre as seis
resinas estudadas duas foram selecionadas, XAD 7HP e XAD 16 e entre elas a XAD
7HP se mostrou mais promissora devido as caracteristicas dos compostos presentes no
extrato inicial e suas caracteristicas fisicas, como area de superficie, tamanho do poro e
polaridade.

Palavras-chave: Residuos; Bioatividades; Café coco; Coffea canephora.



ABSTRACT
COSTA, Jéssica Batista da. Separation of phenolic compounds from coffee husks
using macroporous resins. 2019. 69 p. Defense of dissertation (Master
degree).Institute of Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ.

Coffee is one of the most produced crops and one of the most consumed products in the
world background and Brazil is its largest exporter of this grain. However, during its
processing, about 20% of its production is converted into solid residues, which presents
a large amount of bioactive substances such as phenolic compounds, of wide interest for
the pharmaceutical and food industries. Therefore, finding alternatives in obtaining
these substances more economically and in a way that does not affect the environment
has been the target of several studies. The use of ethanol and water as solvents presents
are an alternative to the traditional solvents and the adsorption process using
macroporous resins has been distinguished in this scenario, since it is an efficient
method in the separation and in the application on industrial scale. Although the
enormous potential of this process, no work using macroporous resins in the separation
of phenolic compounds from coffee husks is available in the literature. Thus, the
objective of this work was to extract phenolic compounds from the coffee husk using
ethanol solution in water, to characterize the extract and to evaluate the adsorption and
desorption of these compounds in different types of macroporous resins. The extract
was characterized according to its antioxidant properties and pharmacological
properties, the results for all the analyzes were expressive according to the data
available in the literature. It showed a better iron reduction result (FRAP) and more
expressive values for the inhibition of the a-glucosidase enzyme. Among the six resins
studied, two were selected, XAD 7HP and XAD 16 and among them XAD 7HP was
more promising due to the characteristics of the compounds present in the initial extract
and their physical characteristics, such as surface area, pore size and polarity.

Keywords: Residues; Bioativities; Coconut coffee; Coffea canephora.
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CAPITULO I - INTRODUGAO, OBJETIVOS E ORGANIZAGAO DA
DISSERTACAO

1. INTRODUCAO

O café, além de ser uma das bebidas mais consumidas, € uma das culturas mais
produzidas mundialmente. Seu consumo se d& principalmente na Europa e Estados
Unidos. Entre os anos de 2012/2013 e 2015/2016 seu consumo teve um aumento de
1,9% no mundo, 2,1% de aumento também foi observado na exportacdo, sendo o Brasil
0 pais exportador mais expressivo, com cerca de 42,5% (THE INTERNATIONAL
COFFEE ORGANIZATION, 2017).

Embora seja uma das principais commodities nacionais, 21% de sua producéo é
convertida em residuos sélidos, como cascas e pergaminho, cuja reutilizacdo € um
desafio visto que o termo residuo, na maioria das vezes, é associado a um problema,
pois sua disposicao ou utilizacdo de forma inadequada gera custos aos produtores. Desta
forma, alternativas visando otimizar esse desperdicio vém sendo desenvolvidas para
reduzir esse impacto socioambiental e econémico (OLIVEIRA, DEet al., 2013).

Os residuos agricolas, como 0s que sdo gerados pela producdo de cafe,
geralmente sdo destinados as atividades no campo como cobertura seca e adubo, mas
devido as suas caracteristicas recebem atencdo como fonte barata, rentavel e rica em
substancias quimicas de interesse das industrias farmacéuticas e de alimentos, por
exemplo. Destinar os residuos de forma que impactem o menos possivel no meio
ambiente é de grande interesse, sobretudo formas alternativas de processamento desses
residuos visando agregar valor aos mesmos e ndo apenas as que levem reducdo do seu
volume (RODRIGUEZ et al., 2018).

Ha uma grande quantidade de substdncias quimicas presentes no café com
propriedades biologicamente ativas, onde se destacam os compostos fenolicos, que sdo
metabolitos secundarios dos vegetais que, além de contribuir para o sabor e aroma da
bebida, sdo responsaveis pelas propriedades antioxidantes nesses materiais. Varios
beneficios a saude humana sdo atribuidos a esses compostos e o papel deles na
prevencdo de doencas crénicas como o cancer e doenga cardiovascular tem sido objeto
de um grande numero de estudos. Além do café, esses compostos também sdo
encontrados no cha, vinho e vérias frutas em quantidades relativamente elevadas
(ROSTAGNO et al., 2014).

Compostos fenolicos possuem atividades bioldgicas especificas, como
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-hiperglicémicas e/ou anti-
hipertensivas, e sdo utilizados como intermediarios ou matérias-primas nos alimentos,
produtos farmacéuticos e industrias cosmeéticas. Portanto, a extracdo, separacdo e
determinacdo de compostos fendlicos sdo um desafio e importante tarefa analitica.
Normalmente, sdo realizadas por extracdo de fase soOlida (EFS) com solventes
organicos, que apresenta potencial para extrair uma ampla quantidade de compostos
organicos provenientes de amostras bioldgicas, alimentares, ambientais e de produtos
farmacéuticos. Entretanto, a utilizacdo de solventes muito tdxicos, como metanol e o
diclorometano, tornam a sua aplicacdo prejudicial, os cartuchos usados, apesar de
possuirem transporte facilitado devido a sua alta resisténcia mecanica, sdo de alto custo
e podem ser utilizados apenas uma vez e, geralmente, apresentam baixa
reprodutibilidade de um lote de cartucho para o outro. Além disso, a maioria dos
solventes usados ndo possui grau alimenticio, impossibilitando o uso do composto na
industria de alimentos. O uso de etanol e agua como solventes apresentam-se como uma
alternativa aos solventes tradicionais, com baixo custo, sem riscos & salde e a0 meio



ambiente, possibilitando o seu uso na inddstria de alimentos (ANDRADE-EIROA,
2016; CESARI et al., 2017; FERNANDEZ et al., 2018; THABET et al., 2018).

Os métodos classicos de separacdo, como EFS e liquido-liquido, possuem alto
custo, sdo laboriosos e pouco indicados para producdo em elevada escala. A obtencédo
de compostos purificados envolve uma sucessdo de operagdes de extragdo que
apresentam um baixissimo rendimento e grande utilizacdo de solventes. Portanto, a
utilizacdo de métodos de separacdo mais especificos para compostos fenolicos € de
grande importancia. Dentre esses métodos, destacam-se as resinas macroporosas de
adsorcdo (RMA). O uso desses materiais para a separacdo de compostos fenodlicos
apresenta diversas vantagens como 0 baixo custo, alta seletividade, capacidade de
adsorcdo e estabilidade dos compostos fendlicos, além de ser um método de separacdo
rapido e com elevada regeneracdo das resinas (CHEN et al., 2015).

A utilizagdo de RMA na separacdo de compostos tem sido extensivamente
estudada nos ultimos anos, foram aplicadas na obtencéo de polifendis a partir do suco
de kiwi, de flavonoides da folha da Glycyrrhiza glabra L., das aguas residuais de
peliculas de nozes e da Scutellariae barbatae, de antioxidantes do suco de alho preto e
antocianinas de amoras (DONG et al., 2015; ZHU et al., 2015; CHEN et al.,2015; GAO
etal., 2016; HUANG et al., 2017; ZOU et al., 2017).

Apesar de existirem estudos sobre a extracdo de compostos fendlicos em
residuos do café, nenhum sobre a separacdo utilizando resinas macroporosas a partir da
casca do café esta disponivel na literatura.

2. OBJETIVOS
2.1.0BJETIVO GERAL

Extrair compostos fendlicos da casca do café utilizando solucdo de agua e etanol
e avaliar a adsorcdo e dessorcdo desses compostos em diferentes tipos de resinas
macroporosas.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e \erificar as melhores condicBes de extracdo de compostos fendlicos presentes
na casca do café.

e Avaliar a concentracao e os tipos de compostos fenolicos presentes na casca do
café.

e Identificar as resinas mais eficientes para realizar a adsor¢do/dessor¢cdo em
batelada, baseado na capacidade de recuperacdo dos compostos fendlicos da
casca de café.

e Avaliar o perfil dos compostos fendlicos apds o processo de dessorcao
realizado pelas resinas classificadas como mais eficientes.

3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A dissertagéo foi organizada em forma de capitulos, o contetdo de cada capitulo
sera descrito a seguir. No capitulo I, sdo apresentados a introducéo, os objetivos gerais e
especificos e a organizacao da dissertacao.

No capitulo 1l sdo apresentados a revisdo de literatura e dados a respeito dos
compostos fenolicos, do mercado do café e dos beneficios da utilizagdo dos seus
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subprodutos, bem como suas caracteristicas e aplicacBes. Adicionalmente, sdo
fornecidas informacgdes sobre o processo de adsorcdo e o potencial uso das resinas
macroporosas na separacgao de compostos fenolicos.

No capitulo 11, a extracdo de compostos fendlicos a partir das cascas do café e a
influéncia da razéo solucdo/soluto, temperatura e %Etanol em agua foi avaliada, assim
como a capacidade antioxidante e as propriedades farmacoldgicas.

No capitulo 1V, o processo de adsorcdo e dessor¢do foram estudados. Foi
avaliada eficiéncia de seis diferentes resinas macroporosas de adsor¢do na recuperagdo
dos compostos fenolicos no extrato hidroalcodlico definido no capitulo anterior.

Por fim, sdo apresentadas as conclusdes gerais referéncias bibliograficas e um
apéndice onde sdo mostrados detalhes das metodologias que foram empregadas no
trabalho.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fenodlicos sdo substancias que possuem um ou mais grupos hidroxila
ligados diretamente a um anel aromatico. Fenol (Figura 1) € a estrutura na qual o grupo
inteiro € baseado e o anel aromatico € o benzeno ao qual esta ligado um ou mais grupo
de hidroxilas, ou outros grupos funcionais, como éteres e 4&cidos carboxilicos.
Dependendo da sua configuracdo quimica, podem ser agrupados em varias familias,
como a dos acidos fendlicos, flavonoides e taninos.Os compostos fendlicos (também
chamados polifenois) sdo metabdlitos secundarios amplamente difundidos no reino
vegetal (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

OH

Figura 1: Anel fendlico

Fonte: (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006)

As plantas sdo capazes de sintetizar uma multiplicidade de moléculas organicas
conhecidas como metabolitos secundarios, compostos fendlicos sdo sintetizados em
resposta a condicBes de estresse, como infeccdo de plantas, ferimentos, radiacdo
ultravioleta (UV) e temperaturas extremas. Tém uma étima vantagem em comparacao a
outros antioxidantes, uma vez que estdo presentes em alimentos de origem vegetal e,
portanto, sdo consumidos em grandes quantidades diariamente (a taxa estimada de
consumo de &cidos fendlicos € de 25 mg a 1 g por dia, enquanto a ingestdo de
flavonoides pode variar de 50 a 800 mg por dia), essa ingestdo depende da dieta, 0 que
significa consumo de vegetais, frutas, grdos, cha, café, vinho tinto, etc (HERRERO et
al., 2012).

Os fendlicos comecaram a receber atencdo consideravel nos ultimos anos devido as
suas propriedades bioativas, como capacidades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas e antivirais. S0 encontrados na natureza em formas agliconas ou
glicosiladas, frequentemente pouco solUveis em agua, causando uma diminuicao na sua
biodisponibilidade e efeitos benéficos devido a baixa absor¢do. A forma aglicona a
molécula se apresenta pequena, como um alcool ou um fenol, e trata-se de uma
molécula sem acucar, ja na forma glicosilada a molécula possui um agucar. Para superar
essas desvantagens, alternativas quimicas e enzimaticas podem ser utilizadas para
alterar a sua solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade (NUNEZ-LOPEZ et al.,
2019).

A extracdo € o primeiro passo no isolamento de compostos fendlicos e possivel
purificacdo. Diversas técnicas tém sido utilizadas com esse intuito, incluindo a extragdo
solido-liquido com solventes organicos, ultrassom, micro-ondas, fluidos supercriticos e
processos de alta pressdo. Dentre as técnicas mais usadas, a extracdo solido-liquido vem
tendo destaque. Para garantir uma alta eficiéncia durante o processo de extracdo de
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compostos fenolicos, é necessario o controle de diversos fatores como o tipo de solvente
e sua concentracdo, a relacdo entre o solvente e o sélido, o numero de etapas de
extracdo, pH, tempo de contato, temperatura e tamanho de particula da matriz sélida
(MUSSATTO et al., 2011a).

Atualmente, compostos fendlicos vém sendo utilizados em diferentes industrias,
incluindo tintas, fertilizantes, surfactantes, explosivos, téxteis, borrachas, plasticos,
agentes de cura e antioxidantes. Além disso, tém sido usados na industria farmacéutica,
mas o seu principal uso é feito na industria de alimentos empregado em embalagens
para prolongar a vida util dos itens, ajudando a manter a qualidade das propriedades
sensoriais e seguranca alimenticia, sobretudo os obtidos de forma natural (RAZA et al.,
2019).

Matrizes vegetais tém sido cada vez mais estudadas quando o assunto sdo 0S
compostos fendlicos e estudos vém sendo desenvolvido no intuito de reduzir o uso de
antioxidantes sintéticos nas industrias. A Tabela 1 mostra uma série de estudos com
diferentes métodos de extracdo de polifendis de matrizes vegetais.

Tabela 1: Estudos sobre compostos fendlicos em matrizes vegetais

Fonte Método Referéncia

(CASSOL; RODRIGUES; ZAPATA

Hibiscus sabdariffa L. calyx Micro-ondas NORENA, 2019)
Eleusine coracana Liquido-Solido (XIANG et al., 2019)
Azeite de oliva Liquido-Liquido (RODRIGUES et al., 2019)
Sementes de chia Liquido-Solido (ALCANTARA et al., 2019)
Farinha de mostarda amarela Nanofiltracao (SINICHI; SIANEZ; DIOSADY, 2019)
Aveld Liquido-Solido (PEREZ-ARMADA et al., 2019)
Residuo de pergaminho de café Liquido-Solido (MIRON-MERIDA et al., 2019)

Ultrassom e micro-
ondas
Liquido
pressurizado

Residuo de casca de limao (RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019)

Gréaos de café verde (XU et al., 2019)

(MILEVSKAYA; PRASAD;

Plantas medicinais Liquido-Solido TEMERDASHEYV, 2019)
Hibiscus sabdariffa CO, supercritico (PIMENTEL-MORAL et al., 2019)
Syzygium cumin i(L.) Membranas (BALYAN; VERMA; SARKAR, 2019)
Folhas de Morus alba Ultrassom (ZHOU et al., 2018)
Liquidos
Punica granatum L. pressurizados e (SUMERE et al., 2018)
ultrassom
Vernonia cinerea Soxhlet (ALARA; ABDURAHMAN;
UKAEGBU, 2018)
Micro-ondas,
Bagaco de azeitona ultrassom e alta (CHANIOTI; TZIA, 2018)
pressao hidrostatica
Casca de cacau Fluido supercritico (VALADEZ-CARMONA et al., 2018)
Azeitonas frescas Maceragdo e (DENG et al., 2017)
ultrassom
Borra de café Auto-hidrolise (BALLESTEROS et al., 2017)




1.1.FENOLICOS PRESENTES NOS RESIDUOS DE CAFE

Dentre as opc¢des de matrizes que podem ser extraidos compostos fenolicos,
encontram-se algumas provenientes de residuos da industria cafeeira.

O café é consumido h& mais de 1000 anos e atualmente é a bebida mais
consumida mundialmente, pertence a familia Rubiaceae; e seus grdos sdo produzidos a
partir da planta Coffea L., da qual existem mais de 70 espécies. No entanto, apenas duas
dessas espécies sdo exploradas comercialmente em todo o mundo: Coffea arabica
(Arébica), um arbusto originalmente da Etidpia e que possui melhor desenvolvimento
em altitudes elevadas (600-2,000 m), considerada a mais nobre de todas e fornecendo
75% da producdo mundial; e Coffea canephora (Robusta), adaptada a altitudes abaixo
de 600 m, considerada mais acida, mas mais resistente as pragas, e fornece 25% da
producdo mundial (MUSSATTO et al., 2011b).

As plantas, como os cafeeiros, mostram mecanismos de defesa que reagem de
forma diferente aos agentes de estresse bidtico e abidtico. A natureza e a intensidade
dessa reacdo variam de acordo com a idade, o nivel de adaptacdo e a atividade sazonal
da planta;e os produtores devem interferir na defesa natural da cultura somente quando
confrontado com a possibilidade de perdas. Os compostos bioguimicos envolvidos na
defesa natural das plantas sdo produzidos por seu metabolismo secundario, 0 que nao
afeta diretamente o seu crescimento e desenvolvimento, mas funciona como uma
resposta ao estresse sofrido (SALGADO et al., 2008).

O consumo de café é motivado principalmente pelo seu sabor e aroma
agradaveis, por sensacdes positivas e seus efeitos fisiologicos sobre o consumidor.
Destaca-se, entre outras bebidas, devido a sua atividade antioxidante. Em cafés soltveis
e expressos, foi encontrada maior atividade antioxidante do que no vinho tinto ou cha
verde, pois é uma fonte rica de compostos fenolicos, especialmente acidos clorogénicos
e seus diferentes grupos de isdbmeros. Quando o radical R representado na Figura 2 for
substituido por um hidrogénio o0s isdbmeros apresentados sdo o0s acidos
coumaroilquinicos, se for uma hidroxila apresenta os acidos cafeoilquinicos e quando
for OCHg3 representa os acidos feruloilquinicos. Um dos isémeros de acido clorogénico,
o0 acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), foi citado como um antioxidante eficaz, presente no
café apos sua torrefacdo (VIGNOLI et al., 2014a).

Figura 2: Estrutura quimica do &cido clorogénico

Fonte: (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006)

Fenolicos estdo recebendo crescente interesse dos fabricantes de alimentos e
consumidores devido a seus beneficios para a saude. Estudos vém mostrando relacéo
entre o consumo de alimentos ou bebidas ricos em polifendis e a prevengédo de doencas.



Onde, café, cha ou vinho sdo as principais fontes de fendlicos, para consumidores
regulares destes produtos (HAKEEM SAID et al., 2018).

2. ADSORCAO

Existem diversos métodos tradicionais para a retirada de fenolicos em solugdes
aquosas, incluindo, precipitacdo, coagulacdo, troca ibnica, filtracdo, separagdo por
membranas e adsor¢do, sendo esta Ultima a que possui 0 melhor custo beneficio frente
as demais. A adsorcdo (Figura 3) é uma operacdo de transferéncia de massa do tipo
fluido-solido. Explora a habilidade de certos sélidos concentrarem em sua superficie
determinadas substancias presentes em solucdes liquidas ou gasosas. E o procedimento
pelo qual se separa 0 soluto desejado dos demais componentes contidos nos fluidos
avaliados por meio da aderéncia daquele soluto a superficie do solido. Denomina-se
adsorvente a substancia em cuja superficie é retido o composto de interesse, chamado
adsorvato. Com a evolucdo de pesquisas nessa area, foram desenvolvidos alguns
materiais adsorventes visando melhorar o processo e reduzir o custo, tais como argila,
silica gel, materiais carbonaceos e diferentes tipos de resinas, entre elas as resinas
macroporosas (SUN et al., 2019).

Figura 3: Representacdo grafica do processo de adsor¢ao

Fonte: (TADINI et al., 2016)

Uma das principais razbes para o uso do processo de adsorcdo € sua
versatilidade; podendo ser utilizado mesmo quando hd mais de um composto na
solucdo, para separar diversos componentes de uma mistura e pode ser aplicada em
diferentes condicdes de operacdo (SELLAOUI et al., 2019).

As induastrias quimicas e de alimentos vém fazendo uso da adsorcdo na: (i)
remocao de cor, odor e de compostos que influenciam negativamente as caracteristicas
sensoriais de produtos, como agucares, bebidas alcodlicas, sucos de frutas, gorduras e
oleos comestiveis, dentre outros; (ii) purificacdo de ar e gases, na reciclagem de aguas
residuarias e na recuperacdo de solventes organicos; e (iii) separacdo e purificacdo de
produtos de alto valor agregado (TADINI et al., 2016).

Para ser um processo operacionalmente viavel, os materiais adsorventes
utilizados séo altamente porosos, com grande area interna por unidade de volume, pois a
capacidade adsortiva por unidade de area de tais solidos é pequena (TADINI et al.,
2016).



A adsorcdo pode ser de duas formas, fisica ou quimica. Adsor¢do fisica ou
fisissorcdo € prontamente reversivel, resultado de forcas de atracdo intermoleculares
fracas entre o adsorvente e a molécula a ser adsorvida. Quando em fase liquida, o
equilibrio entre o adsorvato e a fase fluida é alcancado rapidamente, dada a pequena
quantidade de energia envolvida. Outra caracteristica importante € a possibilidade da
adsorcdo em varias camadas superpostas de moléculas adsorvidas (TADINI et al.,
2016).

A adsorcdo quimica ou quimissorcdo € resultado de interagfes mais especificas
entre o adsorvente e a primeira camada de soluto adsorvido, envolvendo a partilha de
elétrons. A liberacéo de energia envolvida nesse processo € maior do que a liberada no
processo de fisissorcdo. Ocorre apenas na primeira camada e normalmente é um
processo irreversivel, em que a dessorcdo da substancia original leva em geral a uma
modifica¢do quimica da mesma, no qual dessorcéo é o processo contrario ao fenémeno
de adsorcdo, em que moléculas de um dado soluto, inicialmente ligadas a uma
superficie solida, sdo transferidas para uma fase fluida (TADINI et al., 2016).

2.1.ISOTERMAS DE ADSORCAO

A adsorcdo pode ser avaliada quantitativamente por meio de isotermas, as quais
explicam a concentracdo na fase fluida e a concentracdo nas particulas adsorventes, em
dada temperatura.

Equacdes isotérmicas se referem a adsorcdo fisica, e sdo obtidas curvas que séo
interpretadas para que se obtenha informacOes sobre a interagdo entre o material
adsorvente e o adsorvato, e elas ddo a oportunidade de avaliar a eficiéncia do processo,
sendo ele de separacgéo, purificacdo e outros (NAVIA et al., 2015)

A correta interpretacdo das isotermas de adsorcdo experimentais pode ser
realizada em termos de equagdes matematicas de adsorcao, tais equacdes sao derivadas
em estreita conexdo com as suposicdes relativas a um modelo fisico do sistema de
adsorcdo. As suposicbes do modelo sdo geralmente um resultado da observagédo
experimental. Os resultados experimentais permitem a formulacdo de uma hipdtese
sobre o carater do processo de adsorcdo (NAVIA et al., 2015).

Dados termodinamicos fazem-se necessarios para definir os adsorventes mais
adequados a operacao, e varios sao os modelos de isotermas que podem ser utilizados
para descrever o equilibrio na adsorcdo. A escolha de um modelo especifico depende de
um conjunto de fatores, que inclui desde a concentracdo do soluto em solugdo até a
explicacdo do fendmeno em questdo do modelo adotado (TADINI et al., 2016).

Os modelos de Henry (ideal), Langmuir e Freundlich sdo usados para avaliar
dados de experimentais das isotermas de equilibrio, de acordo com as equacdes abaixo.

Henry: de=K C, Equacédo 1

Langmuir: q,_ amCe Equacéo 2
" KL+cCe

Freundlich: Qe = KpCl/M Equacéo 3

Onde: g, € a capacidade de adsorcdo no equilibrio; C. é a concentracdo no
equilibrio; K é a constante de Henry; qn é a capacidade de adsorcdo maxima (pg.g™);
K\ é a constante de equilibrio; K é a constante de Freundlich que indica a capacidade
de adsorcdo do sistema; 1/n é uma constante empirica relacionada a afinidade entre
adsorvente e adsorvato.



2.2.CINETICA DE ADSORCAO

Avaliar variagdo das taxas de transferéncia de massa que ocorre durante a
adsorcdo € fundamental para o correto dimensionamento do tempo de processo e
depende do tipo de adsorvato e do material adsorvente, além de fatores intrinsecos ao
processo como a temperatura, agitacdo e concentracdo da solucdo (YANG; AL-DURI,
2005).

Os estudos de equilibrio de adsorcdo sdo importantes para determinar a eficacia
da adsor¢do. No entanto, também € Util estudar o tipo de mecanismo para 0 processo de
adsorcéo em estudo. No proposito, de investigar o0 mecanismo de adsorcdo e as etapas
controladoras do processo que incluem transferéncia de massa e reagdes quimicas se for
0 caso, modelos cinéticos tem sido desenvolvidos para testar os dados experimentais
(TADINI et al., 2016).

A modelagem da cinética de adsorcdo em resinas macroporosas é feita utilizando
dois principais modelos: pseudo - primeira ordem e pseudo - segunda ordem. Ambos os
modelos assumem que a diferenca entre a concentracdo média da fase sélida g; e a
concentracdo de equilibrio g é a forca motriz para adsorcao e a taxa geral de adsorcéao é
proporcional a forca motriz (equacdo de pseudo - primeira ordem) ou o quadrado da
forca motriz (equacgdo de pseudo - segunda ordem equacdo). Ambas as equacOes sdo
amplamente empregadas para testar os mecanismos de adsor¢do (YANG; AL-DURI,
2005).

Pseudo-12-ordem: In(q. — q¢) = Inq. — Kt Equacdo 4

Pseudo-22-ordem: i =3 : -+ qit Equacédo 5

Onde: K; é a constante da taxa de adsor¢do do modelo de pseudo-12-ordem; K é
a constante da taxa de adsorcdo do modelo de pseudo-22-ordem, q; (ug.g™t) é a
quantidade de fenolicos adsorvidos no tempo t g, € a capacidade de adsorcao global do
processo, determinada no equilibrio.

Alguns materiais comumente usados na remocdo de compostos fendlicos por
adsorcdo sdo: carbono ativado, argilas, zedlitas e/ou membranas. Entre todos esses
materiais, o carbono ativado é o mais popular para uma grande variedade de compostos
fenolicos. O interesse em sua utilizacdo se deve principalmente as suas caracteristicas
estruturais e textura porosa que lhes confere uma grande area superficial e sua natureza
quimica, que pode ser facilmente modificada por produtos quimicos para aumentar suas
propriedades. No entanto, o carbono ativado apresenta diversas desvantagens como alto
custo, pouca recuperacdo de adsorbato e grande perda do adsorvente, o que tem
incentivado estudos sobre outros materiais adsorventes. Dentre estes materiais,
destacam-se as resinas macroporosas como o suporte mais eficiente para efetuar essa
recuperacdo (AHMARUZZAMAN, 2008; LIU et al., 2016).

3. RESINAS MACROPOROSAS

Resinas macroporosas possuem caracteristicas diferentes, incluindo polaridade,
material, tamanho de particula, area especifica de superficie e o diametro dos poros. Sdo
de custo relativamente baixo, faceis de pré-processar e recuperar e sdo adequadas para
producdo em grande escala. Nos ultimos anos, tém sido utilizadas na separacéo e
purificacdo de compostos bioativos de muitos materiais (YANG; ZHAO; LIN, 2016)

As resinas sdo escolhidas de acordo com suas caracteristicas, como 0S
compostos presentes em sua estrutura, polaridade, area superficial e tamanho do poro.
Dependendo dos compostos presentes em sua estrutura, a mesma se torna mais ou
menos apolar fazendo com que interaja com diferentes tipos de compostos fenolicos. A
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area superficial e o tamanho do poro estdo diretamente relacionados ao potencial de
adsorcéo e dessorcao.

Desta forma, as vantagens do uso do processo de adsor¢do na obtencdo de
extratos ricos em compostos fenolicos tém sido largamente analisadas por
pesquisadores nos Ultimos anos. A tabela 2 mostra estudos sobre resinas macroporosas
em diferentes extratos.

Tabela 2: Estudos sobre aplicacdo de resinas macroporosas na adsorgdo e
dessorcao de compostos fenolicos

Matéria-prima Referéncia
Casca de cacau (ZHONG et al., 2019)
Aveld (PEREZ-ARMADA et al., 2019)
Mirtilo (WU et al., 2018)
Astragalus membranaceus (TANG et al., 2018)
Flospopuli (ZHANG et al., 2019)
Scutellariae barbatae (HUANG et al., 2017)
Suco de alho preto (ZOU et al., 2017)
Macrocystis pyrifera (LEYTON et al., 2017)
Eupatorium adenophorum (LIU et al., 2016)
Farelo de adlay (YANG; ZHAO; LIN, 2016)
Helianthus tuberosus (SUN et al., 2015)
Amora (CHEN et al., 2015)
Mirtilo (BURAN et al., 2014)
Aronia melanocarpa (GALVAN D’ALESSANDRO et al., 2013)
Rabdosia serra (LIN et al., 2012)
Rhodiola rosea (MA et al., 2009)
Madressilva (ZHANG et al., 2008)

As resinas podem ser utilizadas em diversos tipos de extratos com diferentes
compostos bioativos presentes na sua composicao. Para a composicdo de cada extrato €
indicado um tipo de resina diferente, pois possuem diferentes caracteristicas fisicas e
quimicas, o que esta diretamente relacionado com o composto que ird melhor interagir.
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CAPiTULQ 111 - ARTIGO 1: AVALIACAO DO EXTRATO DE CASCA DE
CAFE (Coffea canephora) EM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

RESUMO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café. Devido ao expressivo
consumo, producdo e exportacdo, grandes quantidades de subprodutos sdo gerados
durante o processamento industrial dos grdos de café. Entretanto, ha quantidades
relevantes de substancias fendlicas remanescentes nesses residuos, que poderiam ser
utilizadas pela inddstria de alimentos devido a seu potencial antioxidante. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial farmacoldgico e determinar o perfil
fendlico da casca de café utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Foi encontrado uma quantidade de 35 mg EAG/ g de casca de café e a analise de CLAE
encontrou dois compostos majoritarios do café, &cido clorogénico e acido cafeico.
Foram realizadas as analises antioxidantes de DPPH, ABTS, Fosfomolibdénio e FRAP,
onde o extrato apresentou melhor potencial redutor. O extrato também foi testado de
acordo com a capacidade de inibicdo das enzimas a -amilase e o - glucosidase e
apresentou maior inibigédo para o - glucosidase. Os dados apresentados mostraram que 0
extrato da casca de café da variedade Coffea canephora como uma forma eficiente e
viavel para a obtencdo de um antioxidante natural.

ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer and exporter of coffee. Due to the expressive
consumption, production and export, large quantities of by-products are generated
during the industrial processing of coffee. However, there are significant amounts of
phenolic substances remaining in these residues, which could be used by the food
industry due to their antioxidant potential. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the pharmacological potential and determination of the phenolic profile
of the coffee husks using the high performance liquid chromatography technique. An
amount of 35 mg EAG / g of coffee husks was found and the HPLC analysis found two
major compounds of coffee, chlorogenic acid and caffeic acid. The antioxidant assays of
DPPH, ABTS, Phosphomolybdenum and FRAP were carried out, where the extract
presented better reducing potential. The extract was also tested according to the
inhibition capacity of o -amylase and o -glucosidase enzymes and showed greater
inhibition for a -glucosidase. The data showed that the coffee bark extract of the Coffea
canephora variety as an efficient and viable way to obtain a natural antioxidant.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, representando cerca
de 30% do mercado mundial (International Coffee Organization, 2018). Seu consumo
estd associado como uma importante fonte de antioxidantes na dieta, cujo efeito pode
ser atribuido aos compostos fenolicos presentes nesse produto (ANDRADE et al.,
2012). O efeito antioxidante de determinados produtos naturais estd relacionado a
reducdo dos danos causados as células pelos radicais livres formados durante o estresse
oxidativo (RODRIGUES et al., 2018). Mesmo presentes em baixa concentracdo, as
substancias antioxidantes podem prolongar a vida util dos alimentos e promover a satde
dos consumidores, reduzindo o risco de desenvolvimento de doengas crénico-
degenerativas como a diabetes, hipertensdo, cancer e outras doencas inflamatorias
(HAJJI et al., 2018). Os principais compostos fendlicos existentes no café sdo os acidos
clorogénicos e seus produtos de degradacdo (&cidos cafeico, fertlico e cumarico), que
possuem acdo antioxidante bem conhecida, pois sdo amplamente distribuidos nos
vegetais (XU; HU; LIU, 2012).

Devido ao expressivo consumo, producdo e exportacdo, grandes quantidades de
subprodutos sdo gerados durante o processamento industrial dos grdos de café, ja que
mais de 50% da fruta é descartada durante o processamento, residuos esses que
normalmente sdo destinados para cultivos orgénicos como adubo (ESQUIVEL;
JIMENEZ, 2012). Entretanto, ha quantidades relevantes de substancias fendlicas
remanescentes nesses residuos, que poderiam ser utilizadas pela inddstria de alimentos
devido a seu potencial antioxidante, agregando valor a esses subprodutos. Somado a
isso, vem sendo verificado um interesse crescente na substituicdo de aditivos sintéticos
por substancias naturais, mas que possuam um custo de producéo reduzido.

Os principais tipos de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTSs) sdo doencas
cardiovasculares (como ataques cardiacos e derrames), canceres, doencas respiratorias
crénicas (como doenca pulmonar obstrutiva crénica e asma) e diabetes. S&o
responsaveis por cerca de trés quartos das mortes em paises de baixa e média renda, o
que equivale a cerca de 32 milhdes de pessoas (WHO, 2019). Os medicamentos para 0s
tratamentos das DCNTs além de terem custo elevado, possuem efeitos colaterais
associados a saude humana o que vem desenvolvendo crescente exploracdo dos
produtos de origem natural (ZENGIN et al., 2018).

Diante dos fatos apresentados, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
potencial farmacoldgico e determinar o perfil fendlico da casca de café utilizando a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Além disso, possiveis interacdes
entre os fendlicos principais e os efeitos inibitorios enzimaticos foram determinadas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES
Trolox, DPPH, TPTZ, ABTS, Folin-Ciocalteu, acido gélico, o - amilase, o -
glucosidase, DNS, PNPG e demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

2.2 MATERIA PRIMA
As cascas de café (Coffea canephora), da variedade Robustdo capixaba
(EMCAPA 8141), foram cedidas pelo Instituto de Agronomia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (Seropédica, RJ, Brasil). O café foi colhido manualmente em
julho de 2017 e seco em terreiro com a casca (“via seca”), 0 café foi descascado e a
casca foi separada e acondicionada. As cascas ndo tiveram nem um tipo de controle
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durante o armazenamento. Antes de serem utilizadas, as cascas foram secas em estufa
ventilada a 60 °C até ser obtido peso constante (Umidade = 9,8 %), sendo
posteriormente trituradas até um pé fino utilizando um moinho de facas.

2.3 PREPARAC}AO DOS EXTRATOS

Para definir a condicao ideal de extracdo, foram realizados dois planejamentos
experimentais visando obter os melhores parametros, apesar de ter apresentado bons
resultados os mesmos ndo foram significante estatisticamente. Os dados sdo
apresentados nos Apéndices | e 1l.

O material em pé (1 g) foi misturado com 30 mL de etanol 35% em agua e foi
agitada por 1 hora em shaker a 45 °C. Apds o processo, as amostras foram centrifugadas
a 3.500 rpm por 10 min e o sobrenadante filtrado e recolhido para as anélises, assim foi
definido o extrato.

2.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
Realizado por método espectofotométrico, onde 1 mL do extrato foi misturado a
1 mL da solucdo Folin—Ciocalteu (0,2 N). Ap6s 3 minutos, 1,5 mL de uma solucdo
aquosa de Na2CO3 (10% p/p) foi adicionado a mistura, e a reagdo ocorreu a
temperatura ambiente por 2 h no escuro. A absorbancia foi medida a 725 nm e os
resultados expressos em equivalentes de acido gélico (EAG) (SWAIN E HILLIS, 1959).

2.5 DETERMINAGAO DO PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS

O extrato foi injetado em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Alliance 2690/5 (Waters, Milford, EUA) e um detector de fotodiodo Waters 2996 (270,
310 e 370 nm). A coluna utilizada foi umaThermo® (BDS Hypersil C18; 100 x 4,6 mm
x 2,4 um), operando a um fluxo de 1,0 mL.min™, com volume de injecdo de 10 L e
tempo total de 28 min. Na fase mével foram utilizados 0,15% de H3PO, (solugdo A) e
acetonitrila (solucdo B), utilizando de uma eluicdo gradiente da seguinte forma: eluicédo
isocratica 95% A / 5% B, 0-12 min; 88% A / 12% B, 12-18 min; 80% A / 20% B, 18-20
min; 50% A / 50% B, 20-25 e depois devolvido ao inicial (NASCIMENTO et al., 2017).

Os padrées foram obtidos da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). A
padronizacdo externa foi feita com &cido galico, acido clorogénico, &cido cafeico e
acido p-cumarico. Todos os padrGes foram preparados a 2 mg/mL em metanol e
armazenados no escuro a -18 °C. A quantificacdo dos compostos fenolicos foi obtida
utilizando o cromatograma e o fator de diluicdo do extrato.

2.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

2.6.1 DPPH
Realizado por método espectofotométrico, onde 2,85 mL de uma solucéo do radical
DPPH* (0,06 mM, cuja absorbancia é préxima a 700 a 517 nm) foram misturados a 150
ML de extrato. Em seguida, a mistura foi homogeneizada em um tubo vedado e mantida
em repouso ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 60 minutos. A leitura foi
realizada a 517 nm e os resultados foram expressos em mg de Trolox Equivalente/g
amostra (mg TE/ g amostra) (RUFINO et al., 2010).

2.6.2 ABTS

Realizado por método espectofotométrico, onde uma aliquota de 30 pL do extrato
foi transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS e homogeneizado em
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agitador de tubos. A leitura foi realizada a 734 nm ap6s 6 minutos da mistura ter sido
feita. Foi utilizado alcool etilico, como branco, para calibrar o espectrofotdmetro. Os
resultados foram expressos em mg de Trolox Equivalente/g amostra (mg TE/ g amostra)
(RUFINO et al., 2010).

2.6.3 FOSFOMOLIBDENIO

Realizado por método espectofotométrico, onde uma aliquota de 0,3 mL de extrato
foi adicionado a uma mistura reagentes (3 mL), contendo 0,6 M de acido sulfurico, 28
mM de fosfato de sodio e 4 mM de molibdato de amdnio. Ap6s 90 min de incubacdo a
95 °C, a absorbancia da mistura foi lida a 695 nm, com um branco de 0,3 mL etanol
com 3 mL da mistura de reagentes. Os resultados foram expressos em milimoles de
Trolox por grama de amostra (mmol TE / g amostra) (PILAR PRIETO, MANUEL
PINEDA, 2003).

2.6.4 FRAP
Realizado por método espectofotométrico, onde uma aliquota de 90 pL de extrato
foram misturados a 270 mL de agua, em seguida foram adicionados 2,7 mL do reagente
de FRAP. Esta mistura foi agitada e deixada em repouso num banho de aquecimento a
37 °C por 30 min na auséncia de luz. A leitura da absorbancia foi feita a 595 nm. Os
resultados foram expressos em Trolox equivalente por grama de amostra (mg TE/g
amostra) (THAIPONG et al., 2006).

2.7 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

2.7.1 INIBIQAO DA a - AMILASE

Para o ensaio foi usado 100 uL da solugdo de enzima o-amilase, 100 pL de
extrato e 250 uL de uma solucdo de amido, a mistura foi levada ao banho maria por 5
min a 37 °C, posteriormente foi adicionado 250 uL de solu¢do de DNS. A mistura foi
levada ao banho maria por 15 min a 100 °C, em seguida levada ao banho de gelo e foi
adicionado 2 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a 540 nm e os resultados
foram expressos em equivalente a acarbose por grama de amostra (mg acarbose/ g
amostra) (LAVELLI et al., 2016).

2.7.2 INIBICAO DA o - GLUCOSIDASE

100 pL da solucdo de enzima a-glucosidase (0,04/100 mL), 50 pL de extrato e
apo6s 5 min é adicionado 50 uL de tampdo fosfato (pH 6,8) e posteriormente 50 pL de
PNPG (0,04/100 mL). A mistura foi levada ao banho maria por 30 min a 37 °C, em
seguida foi adicionado 1 mL de solucdo de glicina (pH 11) para parar a reagédo. A leitura
foi realizada a 400 nm e os resultados foram expressos em equivalente de acarbose por
grama de amostra (mg acarbose/ g amostra)(LAVELLI et al., 2016).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados apresentados neste estudo foram analisados no software
estatistico R na versdo 3. Todos os ensaios foram realizados em triplicata com 3
repeticGes das analises. Os resultados foram expressos como valores médios e desvio
padrdo. As diferencas entre os diferentes extratos foram analisadas usando uma anélise
de variancia (ANOVA) seguida pela diferenca honesta significativa de Tukey com p =
0,05. Foi realizada a andlise estatistica descritiva da Correlagdo de Pearson, com o
objetivo de medir o grau de correlagdo das anélises antioxidantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3 DETERMINAGAO DO PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS

O presente estudo investigou o perfil de compostos fenolicos quantitativa e
qualitativamente da casca de café robusta (Coffea canephora).

Alguns estudos utilizaram diferentes residuos da producdo de café, como Mirén-
Mérida et al.(2019), que utilizaram pergaminho de café e encontraram onas condi¢Ges
Otimas de extracao, de 75 °C e 70% de etanol, 2,92 mg EAG/ g amostra . J& Mussatto,
Ballesteros e Teixeira, utilizando metanol, obtiveram o maior valor extracdo de
compostos fendlicos em 18,2 mg EAG / g de amostra utilizando coffee silverskin. Neste
trabalho, foi utilizado um menor percentual de etanol, assim reduzindo o volume de
solvente utilizado e foi encontrado um valor de 35 mg EAG/ g de casca de café seca.

O café da variedade Coffea canephora possui uma maior capacidade
antioxidante e mais cafeina quando comparado com o café arabica (Coffea arabica)
(VIGNOLI et al., 2014).

Dois compostos fendlicos foram encontrados no extrato escolhido. Figura 2
mostra 0 cromatograma a 325 nm com dois picos que foram identificados os acidos
clorogénico e cafeico, sendo ambos comumente encontrados em amostras de café.
Constatou-se a presenca de Vvarios outros picos cromatograficos com 0 mesmo espectro
UV-visivel do acido clorogénico.
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Figura 1: Cromatograma da composicao do extrato

A quantificacdo dos mesmos é mostrada na Tabela 1. O perfil de contetdo de
compostos fendlicos identificado pode estar associado a outros estudos, nos quais o0
acido clorogénico foi encontrado como o0 metabolito predominante para muitos residuos
do café(MIRON-MERIDA et al., 2019).

Tabela 1: Quantidade dos compostos fendlicos presentes no extrato

Composto fendlico Extrato (mg/ g amostra)
Acido clorogénico 2,56 + 0,02
Acido cafeico 0,04 + 0,00
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3.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
Estudos recentes vém sendo desenvolvidos com foco em obter
antioxidantes de forma natural, pelo desempenho mostrado na prevencdo de doencas
associadas ao estresse oxidativo. Os dados sobre a capacidade a antioxidante do extrato
de casca de café sdo apresentados na Tabela 2.
Tabela 2: Capacidade antioxidante do extrato de casca de café

Fosfomolibdénio (mmol DPPH (mg TE/ FRAP (mg TE/ g ABTS (mg TE/ g
trolox/g de amostra) g amostra) amostra) amostra)

Extrato 5,65+ 0,04 46,71 +0,78 59,10+ 0,35 25,03 +£ 0,004

Apesar de ser um extrato com a maior parte de sua composi¢do sendo agua, 0
mesmo apresentou resultados significativos comparados com os dados disponiveis na
literatura. No entanto, a atividade antioxidante aumenta apds o processo de torrefacao
(IRONDI et al., 2019), o que faz com que as caracteristicas da matéria prima favorecam
0 aumento da capacidade antioxidante.

O poder redutor € um mecanismo antioxidante importante. A amostra apresentou
um maior poder redutor do que o sequestrante de radicais livres presentes, ja que o valor
de FRAP e de fosfomolibdénio foi maior que o de DPPH e ABTS.

A Tabela 4 mostra os coeficientes de correlacdo de Pearson referente as analises
antioxidantes realizadas. Os coeficientes indicam a relagdo entre as analises e quanto
maior, mais forte é a correlacdo entre os métodos. Todos os coeficientes foram
positivos, o que significa que sdo proporcionais, enquanto um aumenta o outro também
aumenta. A andlise de FRAP mostrou uma relagcdo intermediaria com os demais, 0s
resultados mostraram a similaridade dos métodos DPPH e ABTS que possuem 0 mesmo
principio que é a transferéncia de elétrons (ZENGIN et al.,, 2018). O método de
fosfomolibdénio, que consiste em reduzir o Mo (VI)para Mo (V) pela amostra, mostrou
forte similaridade com os métodos de DPPH e ABTS.

Tabela 3: Coeficiente de correlacdo de Pearson
FRAP DPPH ABTS FOSFOMOLIBDENIO

FRAP 1

DPPH 0,392 1

ABTS 0,358 0,999 1
FOSFOMOLIBDENIO 0,248 0,988 0,993 1

3.5 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

A inibicdo enzimética é considerada uma das estratégias mais eficazes para
problemas de saude globais. O papel catalitico que as enzimas o - amilase e a -
glucosidase desempenham na digestao e absorcao de carboidratos consumidos na dieta.

A atividade inibitéria enzimatica é mostrada na tabela 4. Os dados foram
expressos em mg de Acarbose/mL, que & um remédio sintético para o tratamento de
diabetes.

Tabela 4: Atividade inibitdria enzimatica

o - glucosidase(mg o - amilase(mg
Acarbose/mL) Acarbose/mL)
Extrato 13,74 £ 0,86 2,78+0,14
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O extrato apresentou inibicdo para as duas enzimas, sendo o efeito inibidor mais
potente na a-glicosidase do que a a-amilase. Comparado com valores encontrados na
literatura, apresentou valores mais expressivos comparado com extratos de sorgo antes
da torrefacdo (BERK et al., 2011).

Esses resultados estéo relacionados ao teor de compostos fenolicos presentes na
amostra, que é expressivo (35,5 mg EAG/ g amostra seca). Relatos anteriores também
observaram a correlacdo de componentes fendlicos com atividade antioxidante e
inibitdria enzimatica (ZENGIN et al., 2018).

4 CONCLUSAO

O presente estudo caracterizou a extracdo de compostos fendlicos presentes na
casca do café oriunda da UFRRJ da variedade Coffea canephora. O extrato foi
caracterizado de acordo com a capacidade antioxidante e apresentou melhor potencial
redutor e resultados mais expressivos para a enzima a. - glucosidase. De acordo com 0s
dados disponiveis na literatura, o extrato se mostra uma forma eficiente e viavel para a
obtencdo de um antioxidante natural.
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CAPITULO IV — ARTIGO 2: SEPARACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS DE CASCAS DE CAFE UTILIZANDO RESINAS MACROPOROSAS

RESUMO

Nesse estudo, foram avaliadas a adsorcdo e dessor¢cdo de compostos fendlicos
provenientes do extrato de cascas de café da variedade Coffea canephora em seis
diferentes tipos de resinas macroporosas (XAD 7HP, XAD 16, XAD 4, XAD 1180N,
XAD 2 e DAX 8) em diferentes pH’s (3,0; 5,0; 9,0 e 11,0). As capacidades de adsorgéo
e dessorcdo e o percentual de recuperacdo foram utilizadas como parametro de
desempenho e as duas resinas (XAD 7HP e XAD 16), que apresentaram as melhores
respostas, foram utilizadas nos estudos subsequentes (isotermas e cinética de adsor¢éo)
com o pH 3 utilizado nesses estudos. Foram aplicados os modelos de isotermas de
Langmuir, Freundlich e Henry, onde o que melhor se ajustou aos dados experimentais
obtidos para a resina XAD 7HP foi o Langmuir e para a resina XAD 16 foi o de
Freundlich. Também foram calculados os parametros termo dinamicos. Os dados
experimentais das cinéticas de adsor¢do em diferentes temperaturas foram submetidos
aos modelos de pseudo - primeira e segunda ordens e o que melhor se ajustou aos dados
de ambas as resinas foi o de pseudo segunda ordem. Os perfis de fendlicos dos extratos
purificados (ap6s a dessorcdo) foram avaliados por analise de CLAE e houve alteracao
desses perfis em funcdo do tipo de resina utilizada. Por fim, o processo de
adsorcdo/dessor¢do promoveu uma recuperacdo de cerca de 90% dos compostos
majoritarios presentes no extrato original obtido a partir das cascas de café.

ABSTRACT

In this study, the adsorption and desorption of phenolic compounds from the Coffea
canephora coffee husks extract were evaluated in six different types of macroporous
resins (XAD 7HP, XAD 16, XAD 4, XAD 1180N, XAD 2 and DAX 8) at different pHs
(3,0; 5,0; 9,0 and 11,0). The adsorption and desorption capacities and the recovery
percentage were used as performance parameters and the two resins (XAD 7HP and
XAD 16), which presented the best responses, were used in the subsequent studies
(isotherms and adsorption kinetics) and the working pH was set to 3.0. The Langmuir,
Freundlich and Henry isotherms models were applied, where the best fit for the
experimental data obtained for the XAD 7HP resin was Langmuir and for the XAD 16
resin was Freundlich. The thermodynamic (Gibbs free energy, enthalpy and entropy)
parameters were also calculated. The experimental data for adsorption kinetics were
submitted to the pseudo first and second order models and the best fit for both resins
was pseudo second order. The phenolic profiles of the purified extracts (after
desorption) were evaluated by HPLC analysis and these profiles changed according to
the type of resin used. Finally, the adsorption/ desorption process promoted a recovery
of about 90% of the major compounds present in the original extract obtained from the
coffee husks.
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1. INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo devido as suas caracteristicas
sensoriais. Além disso, possui propriedades funcionais, principalmente a capacidade
antioxidante, responsaveis em promover salde para quem consome, que é atribuida aos
compostos fenolicos, como os acidos clorogénicos, e outros compostos induzidos pela
torrefagdo, que sdo abundantes nesse produto e que interferem positivamente na
avaliacdo da qualidade final da bebida (CORREA; RUIZ; MORENO, 2018)..

Essas substancias possuem outras atividades biologicas especificas, além da
capacidade antioxidante, como as propriedades antimicrobianas, anti-hiperglicemiantes
e/ou anti-hipertensivas, e sdo utilizados como intermediérios ou matérias-primas em
diversos alimentos, produtos farmacéuticos e inddstrias de cosméticos. Possuem ainda
um papel conhecido na prevencdo de doencas cronicas (como o cancer) e
cardiovasculares, segundo um grande numero de estudos. Além do café, esses
compostos também sdo encontrados no cha, vinho e vérias frutas em quantidades
relativamente elevadas (ROSTAGNO et al., 2014).

Durante a purificacdo desses fitoquimicos, diversas etapas sdéo empregadas, desde a
preparacdo da matriz (secagem, reducédo de tamanho, classificacdo, etc), até a extracdo e
purificacdo dos solutos de interesse. Apés a escolha do material a ser trabalhado e o
composto de interesse, a extracdo é o passo primordial para se obter um composto
purificado, a técnica e o solvente sdo fatores-chave para maximizar a recuperagdo
seletivamente, evitando substancias indesejaveis. Nos métodos tradicionais, muitas
vezes a qualidade, quantidade e tempo de extracdo ndo sdo ideais e, com 0 avango das
pesquisas relacionadas a extracdo, os métodos foram modificados para que a eficiéncia
fosse maior e ocorresse em menor tempo (PANJA, 2017).

O conceito de quimica verde, cada vez mais mencionado nos Gltimos vinte anos,
baseia-se em desenvolver produtos quimicos e processos que reduzam ou removam
completamente a aplicacdo de produtos e solventes quimicos que possam prejudicar a
salde humana e o meio ambiente, bem como conceber processos energeticamente
eficientes e mais seguros. Atualmente, a quimica verde tem sido reconhecida em varios
campos industriais, como a tecnologia de alimentos e a biotecnologia. Devido a isso, 0
termo extracdo verde foi criado para apresentar técnicas de extracdo para valorizagédo de
subprodutos baseados em tecnologias sustentaveis (BUBALO et al., 2018).

As resinas macroporosas de adsorcdo tém sido utilizadas como um método eficiente
na separacdo e aplicagdo de biocomposto sem escala industrial. Possuem alta area
superficial, grande diametro de poros, alta resisténcia mecanica, facil regeneracdo e
baixo custo. E um método viavel sob os pontos de vista econdmico e ambiental, tem
sido aplicado com resultados positivos na industria para separacdo e enriquecimento de
quercetina, flavonoides, antocianinas, taninos e outros componentes de extratos
bioldgicos (CHEN et al., 2015; LEYTON et al., 2017; LIU et al., 2016; WU et al.,
2018).

Embora sejam encontrados na literatura trabalhos sobre o uso de resinas
macroporosas na separacdo de compostos fenolicos de materiais de origem vegetal,
nenhum estudo sobre a obtencdo de compostos fendlicos a partir de cascas de café
usando resinas macroporosas estd disponivel.Portanto, o objetivo deste trabalho é
avaliar o potencial de diversas resinas na separacdo de compostos fendlicos de um
extrato de casca de cafe.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.MATERIAIS

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), DPPH,
TPTZ, Folin-Ciocalteu, acido galico e demais reagentes. Resinas macroporosas
Amberlite® XAD 16, XAD 7HP, XAD 2, XAD4, XAD1180N e DAX8 foram
adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). As propriedades quimicas e fisicas das
resinas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1.Propriedades quimicas e fisicas de diferentes resinas macroporosas de
adsorcao.

Resinas Matriz quimica Polaridade Area de superficie Tamanho do
(m?/ g) poro(A)
XAD 16 Estireno-divinilbenzeno Né&o polar 800 200
XAD 7HP Ester acrilico Polar 500 450
XAD 2 Estireno-divinilbenzeno Nao Polar 300 90
XAD 4 Estireno-divinilbenzeno Nao Polar 750 100
XAD1180N  Estireno-divinilbenzeno Néo Polar 500 400
DAX 8 Ester acrilico Moderadamente 160 225
Polar
2.2.METODOS

2.2.1. PRE-TRATAMENTOS DAS RESINAS

Antes do uso, as resinas foram tratadas em alcool (PA, 140 mL) por 24 h sob
agitacdo. Em seguida, lavadas com &gua destilada e colocadas em uma solugdo aquosa
de HCI (4% v/v). Apos, elas foram lavadas diversas vezes com agua destilada para
assegurar pH 7, sendo em seguida lavadas com uma solucdo aquosa de NaOH (5% m/v)
e lavadas, em abundancia, novamente com agua destilada até garantir pH 7. Por fim, o
material foi seco em estufa (60 °C) até peso constante (BURAN et al., 2014).

2.2.2. EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE CASCAS DE CAFE

As cascas de café (Coffea canephora), da variedade Robustdo capixaba (EMCAPA
8141), foram secas em estufa ventilada a 60 °C até ser obtido peso constante, sendo
posteriormente trituradas até um po fino utilizando um moinho de facas.

O material em po (1 g) foi misturado com 30 mL de etanol 35% em agua e foi
agitada por 1 hora em shaker a 45 °C. Ap0s 0 processo, as amostras foram centrifugadas
a 3.500 rpm por 10 min, o sobrenadante foi filtrado e usado como extrato nas demais
etapas.
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2.2.3. ENSAIOS DE ADSORCAO/DESSORCAO EM BATELADA

Para os ensaios de adsor¢do, 1 g da resina pré-tratada foi adicionada a 25 mL do
extrato em um erlenmeyer de 125 mL com a concentracdo de compostos fenolicos de
0,6 mg/mL, que foram mantidos em um shaker a 120 rpm em diferentes diferentes pH’s
(3,0; 5,0; 9,0 e 11,0) até 24 h na temperatura de 30°C.

Para 0s ensaios de dessorcao, as resinas apos 24 h de adsor¢do foram lavadas em
agua e em seguida adicionadas a 25 mL de etanol (PA) em um erlenmeyer de 125 mL.
Os frascos foram entéo levados ao shaker a 120 rpm por 24 h a 50 °C.

As razfes e capacidades de adsorcdo e dessorcdo foram calculadas com base nas
seguintes equacoes:

Raz&o de adsorcéo: A (%v/v) = 100 M Equacédo 1

Capacidade de adsorgéo: q. = (C, — Ce) x Jo) Equacéo 2

Onde: A é a taxa de adsorcdo (%); Qe é a capacidade de adsorcdo (mg / g de
resina seca) em equilibrio; C, é a concentracdo inicial de fendlicos nos extratos (mg /
L); Ce é a concentracdo de equilibrio de fendlicos nos extratos (mg / L); m é o peso
inicial da resina(g); Vo € o volume de extrato utilizado (mL).

Razao de dessorcdo: D% (=) = C vqg X100 Equacédo 3
v d——7H9_
(Co-Ce)Vyq
Va 5
Capacidade de dessor¢do:qq (g — Seca) = Cg X - Equacéo 4
%Recuperacéo: R = C“i X 100% Equacédo 5

oVg

A capacidade de adsorcao representa a quantidade de compostos fendlicos totais
adsorvidos em um grama de resina seca, e a capacidade de dessorcdo representa a
quantidade de compostos totais apds o equilibrio de adsorcéo.

Onde: D é a taxa de dessor¢do (%); gq é a capacidade de dessorcdo (mg / g de
resina seca); R € a recuperacdo apds dessorcdo completa; Cq4 € a concentracdo de
fendlicos na solugdo de dessorcdo(mg / L); V4 € 0 volume da solucdo de dessorcao
(mL); Co, Ce, m e V( sd0 0s mesmos das Equacdes 1 e 2.

2.3.ISOTERMAS DE ADSORCAO E TERMODINAMICA

A fim de investigar o efeito da temperatura e concentracao inicial na adsorcao de
compostos fendlicos, foram realizados experimentos de isoterma de adsorcdo. As
resinas selecionadas (XAD 7HP e XAD 16) foram submetidas a solucGes no pH
previamente determinadas nos ensaios de adsorcao e dessor¢do em batelada (pH= 3,0),
contendo diluicbes do extrato das cascas entre 0,4 e 15 mg/mL em 3 diferentes
temperaturas (20, 30 e 40 °C).

Os dados experimentais da cinética de adsorcdo serdo submetidos aos modelos
referentes as equacdes 6, 7 e 8.

Langmuir: d,_ QmKLCe Equacéo 6
T 14KLCe

Freundlich: Qe = KpCl/M Equacéo 7

Henry: de=K C, Equacéo 8

Onde: qnm é a capacidade de adsorcdo méxima teérica (ug.g™); K. é a constante de
equilibrio; Kg é a constante de Freundlich que indica a capacidade de adsorcdo do
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sistema; 1/n é uma constante empirica relacionada a afinidade entre adsorvente e
adsorvato; K é a constante de Henry.

2.4 TERMODINAMICA DE ADSORCAO

A caracteristica do processo de adsorcdo pode ser ilustrada pela andlise
termodinamica do aspecto de mudanca de energia. As resinas XAD 7HP e XAD 16
foram avaliadas pelos dados experimentais sob diferentes temperaturas, e foram
calculados os parametros termodinamicos, incluindo a energia livre de Gibbs (AG),
Entalpia (AH) e Entropia (AS). Foram calculados de acordo com as seguintes equacdes:

AG =nRT Equacéo 9

AG = AH - TAS Equacéo 10
Onde: T é a temperatura (K), R é a constante de gas universal (8.314 J/ mol K)

2.5.CINETICAS DE ADSORCAO

Em tempos pré-definidos, 200 uL da solucdo foram retirados a cada 10 min
durante a primeira hora, em seguida a cada 15 min na segunda hora, na terceira hora a
cada 30 min e ap6s4 horas a cada 60 min até o equilibrio da concentracdo de compostos
fendlicos totais.

Os dados experimentais da cinética de adsorcdo serdo submetidos aos modelos
cinéticos referentes as equaces 9 e 10.

Pseudo-12-ordem: In(q. — q;) = Inqg. — K¢t Equacédo 9

Pseudo-22-ordem: — = —— + —t Equacéo 10

qt Ksqe? Je
Onde: Ks é a constante da taxa de adsor¢do do modelo de pseudo-12-ordem; K a

constante da taxa de adsorcdo do modelo de pseudo-22-ordem, qi(Hg.g™) é a quantidade
de fenolicos adsorvidos no tempo t g é a capacidade de adsorcdo global do processo,
determinada no equilibrio.

2.6.ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A analise no teor de compostos fenolicos nos extratos foi realizada conforme Swain
e Hillis (1959) modificado: 1mL do extrato é misturado a 1 mL da solugdo Folin—
Ciocalteu (0,2 N). Apos 3 minutos, 1,5 mL de uma solucdo aquosa de Na,CO3 (10%
m/v) foi adicionado a mistura, e a reagdo ocorreu a temperatura ambiente (25+1°C) por
2 h no escuro. A absorbancia foi medida a 725 nm e os resultados foram expressos em
equivalentes de acido galico (EAG)/ g resina seca.

2.7.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As amostras foram injetadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Alliance 2690/5 (Waters, Milford, EUA) equipado com um detector de fotodiodo
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Waters 2996(270, 310 e 370 nm).A coluna utilizada foi Thermo® (BDS Hypersil C18;
100 x 4,6 mm x 2,4 um), um fluxo de 1,0 mL.min-1, um volume de injecdo de 10 uL e
tempo de 30 minutos. Na fase movel foram utilizados 0,15% de H3zPO, (solugdo A) e
acetonitrila (solucédo B), utilizando de uma eluicdo gradiente da seguinte forma: 95% A /
5% B, 0-12 min; 88% A/ 12% B, 12-18 min; 80% A / 20% B, 18-20 min; 50% A / 50%
B, 20-25 e depois devolvido ao inicial (NASCIMENTO et al., 2017).

Os padrdes foram obtidos da Sigma Aldrich ChemicalCo. (St. Louis, MO). A
padronizacdo externa foi feita com &cido galico, acido clorogénico, acido cafeico e
acido p-cumaérico. Todos os padrdes foram preparados a 2 mg/mL em metanol e
armazenados no escuro a -18 ° C.

2.8.ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados experimentais foram
expressos com valor médio + desvio padrdo e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Os
modelos experimentais de cinética e da isoterma de adsorcao/dessorcao serdo ajustados
0 método de regressdao nao - linear. O programa utilizado para analise estatistica serd o
R na versédo 3.5.3.

3. RESULTADOS ) )
3.1.ENSAIOS DE ADSORGAO/DESSORGAO EM BATELADA

Foi estudado o efeito do pH de adsorcdo de compostos fendlicos em seis tipos de
resinas com diferentes propriedades fisicas e os resultados sdo apresentados na Figura 1.

Foi estudado o efeito do pH de adsorcdo de compostos fendlicos em seis tipos de
resinas com diferentes propriedades fisicas e os resultados sdo apresentados na Figura 1.
Para todos os pH’s, foi observada a maior capacidade de adsor¢do para a resina DAX 8,
que apresentou uma forte afinidade pelos compostos adsorvidos e, consequentemente, a
menor capacidade de dessor¢édo. Por sua vez, a resina que obteve valores superiores de
capacidade de adsorcdo e dessorcdo foi a XAD 7HP que apresenta uma grande area de
superficie e alta polaridade, com isso mostrou afinidade pelos acidos fendlicos presentes
no extrato. As resinas ndo polares XAD 2, XAD 4 E XAD 1180N nédo apresentaram
valores significativos de capacidade de adsor¢do devido as suas caracteristicas
quimicas, como a matriz e polaridade, e fisicas, como tamanho da area de superficie e
tamanho do poro. Apesar de ter uma area de superficie elevada, a resina XAD 4 nédo
apresentou os menores valores de capacidade de adsor¢do/ dessorcdo. 1sso € devido ao
seu tamanho de poro ser de apenas 100 A. A resina XAD 16, mesmo apresentando baixa
polaridade, possui maiores area de superficie e poros, o que facilitou a adsorcéo fazendo
que ela apresentasse a segunda maior capacidade de adsorcéo e dessor¢do. O pH é um
pardmetro de extrema importancia para a adsorc¢do. Controlar o pH inicial da solugéo
faz com que o processo de adsor¢édo seja facilitado devido as interagdes fisico-quimicas
entre material adsorvente e o adsorbato (ZHANG et al., 2008). Como pode ser
observado na Figura 1 (A), a capacidade da maioria das resinas foi melhor no pH 3.

As resinas que obtiveram melhores valores de percentual de recuperagéo foram a
XAD 7HP e XAD 16. As mesmas obtiveram melhores resultados de adsor¢cdo em pH3
(p<0,05), portanto para os demais experimentos o pH foi fixado neste valor.
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Figura 1. Efeito do pH na capacidade de adsorcéo, capacidade de dessorcéo e
percentual de recuperacdo (A) pH 3,0 ; (B) pH 5.0, (C) pH 9,0 e (D) pH 11,0 em seis
tipos diferentes de resinas macroporosas.

3.2.ISOTERMAS DE ADSORCAO

Foram realizadas isotermas de adsorcdo nas resinas XAD 7HP e XAD 16 em
diferentes concentragdes, em 3 diferentes temperaturas (20 °C, 30 °C e 40 °C). Os
dados foram ajustados de acordo com os modelos de isoterma de Langmuir, Freundlich
e Henry e os pardmetros sdo apresentados na Tabela 2. Os modelos de Langmuir e
Freundlich sdo os modelos mais utilizados para explorar os dados de equilibrio de
adsorcdo. O modelo de Freundlich assume que a superficie da resina é heterogénea que
é caracterizada por sites de sor¢do em diferentes energias. Descreve 0 comportamento
de adsorcdo de uma camada monomolecular, bem como uma camada multi-molecular.
Por sua vez, o0 modelo de Langmuir descreve uma adsorcdo monocamada com sitios
energéticos de absorcdo idénticos, bem como sem interagdes matuas entre as moléculas
adsorvidas (BURAN et al., 2014).

A correlacdo dos coeficientes mostrados na Tabela 2 afirma que o modelo que
melhor se ajusta aos dados experimentais das isotermas de adsorc¢ao para a resina XAD
7HP é o de Langmuir. A capacidade méxima de adsor¢do (Qm) ndo sofreu muitas
modificagdes, implicando que a temperatura ndo afetou significativamente a capacidade
de adsorcéo.

Para a resina XAD 16 o modelo mais adequado foi o de Freundlich, mas apesar de
apresentar os melhores resultados, ndo apresentou um ajuste relativamente confiavel por
possuir desvios relativos médios superiores a 40% (Tabela 2).
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Tabela 2: Ajuste dos modelos de Langmuir, Freundlich e Henry de fendlicos

totais em das resinas Amberlite® XAD 7HP e XAD 16.

Coeficiente  Desvio
Temperatura K /Kg/ Qun de relati_vo
(°C) K M P correlacdo  médio
(R?) (%)
Langmuir
XAD 7HP 20 0,82 0,00 45525 0,00 0,9837 13,46
30 1,02 0,00 391,11 0,00 0,9913 11,74
40 1,46 0,00 369,66 0,00 0,9973 6,81
XAD 16 20 006 072 '%% 070 00475 633
30 0,48 0,11 540,39 0,03 0,9340 73,11
40 004 077 41%8’0 074 09684 5443
Freundlic
h
XAD 7HP 20 184,59 0,00 1,72 0,00 0,9629 28,92
30 172,02 0,00 1,82 0,00 0,9898 29,79
40 186,24 0,00 2,03 0,00 0,9669 6,75
XAD 16 20 167,47 0,00 0,97 0,00 0,9468 53,47
30 170,73 0,00 0,81 0,00 0,9075 79,48
40 169,78 0,00 0,93 0,00 0,9711 41,27
Henry
XAD 7HP 20 135,6 0,00 - - 0,8356 49,61
30 116,9 0,00 - - 0,8830 50,61
40 119,3 0,00 - - 0,7720 56,34
XAD 16 20 167,5 0,00 - - 0,9464 58,38
30 168,9 0,00 - - 0,8816 42,67
40 169,7 0,00 - - 0,9689 51,79

O ajuste dos dados experimentais das isotermas de adsorcdo na resina XAD 7HP
em diferentes temperaturas (20, 30 e 40 °C) sdo mostrados na Figura 2, em que pode ser
visto a capacidade de adsorcdo aumentou a medida que a concentracdo inicial também

aumentou.
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Figura 2: Isotermas de adsorcdo da XAD 7HP baseadas no modelo de Langmuir

3.3.TERMODINAMICA DE ADSORGCAO

A Tabela 3 apresenta os dados termodindmicos sobre as duas resinas selecionadas.
Nas duas resinas houve redugdo da energia livre de Gibbs (AG), o que mostra que 0
processo foi espontaneo (GUO et al., 2018). Os valores de entalpia (AH) negativos
mostra que 0 processo é exotérmico e mais favoravel em temperaturas mais baixas. Os
valores da entropia (AS) foram todos positivos para as adsor¢des das resinas, e iSso
mostrou um aumento na aleatoriedade na interface de adsorcéo-solucdo (CHAO et al.,
2014).
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Tabela 3: Pardmetros termodindmicos para as resinas XAD 7HP e XAD 16.

Temperatura (°C) AG (KJ/mol) AH (KJ/mol) AS (J/maol)
20 483,43
XAD 7HP 30 -49,89 -21925,68 72,97
40 -984,80
20 -12474,29
XAD 16 30 -12948,60 -532,50 44,42
40 -13361,43

3.4.CINETICA DE ADSORCAO

O efeito do tempo na capacidade de adsorcao das duas resinas selecionadas pode ser
observado na Figura 3. A capacidade de adsor¢do aumentou conforme o tempo e atingiu
o0 equilibrio em 180 min para a resina XAD 7HP (Figura 3A) e 240 min para a resina
XAD 16 (Figura 3B).

Para a resina XAD 7HP houve uma répida adsorcdo durante os 10 min iniciais,
fendmeno que também foi observado por Zhong et al. (2019). Ap6s 60 min e até 180
min, a capacidade de adsorcdo ndo sofreu alteracdo significativa (p>0.05), chegando
assim ao equilibrio. Com a resina XAD 16, a capacidade de adsor¢do aumentou de
forma gradual atingindo o equilibrio a partir de 240 min.
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Figura 3: Cinética de adsorcdo de compostos fendlicos modelo de pseudo
segunda ordem a uma temperatura de 20°C (A) Resina XAD 7HP com concentragdo
inicial de 10 mg/mL e (B) XAD 16 com concentragéo inicial de 5 mg/mL.

Os dados de regressao das cinéticas sdo mostrados na Tabela 4.Para ambas as
resinas o processo foi melhor descrito pelo modelo de pseudo segunda ordem obtendo
coeficientes de correlagdo entre 0.79 e 0.98. O modelo de pseudo primeira ordem
representa os estagios iniciais do processo de adsorcdo, mas o modelo de pseudo
segunda ordem é o mais favoravel para prever e descrever todo o processo. Observagdes
semelhantes foram feitas por Buran et al.( 2014) usando resinas Amberlite® em
fendlicos totais e antocianinas totais.
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Tabela 4: Constantes dos modelos de pseudo primeira e segunda ordem para as
resinas XAD 7HP e XAD 16 baseados em compostos fenolicos totais.

Desvio
Coeficiente de relativo
Ki/Ke P Qe determinacdo (R?)  médio
(%)
Pseudo primeira
ordem
XAD 7HP 0,1461 0,00 191,90 0,00 0,8373 2,29
XAD 16 0,0338 0,00 74,99 0,00 0,9275 6,46
Pseudo segunda
ordem
XAD 7HP 00016 000 20099 4, 0,9785 0,78
XAD 16 0,0005 0,00 86,24 0,00 0,9791 2,76

3.5.CROMATOGRAFIA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O cromatograma representado na Figura 4A mostra o perfil de compostos fendlicos
obtidos da extracdo, esse extrato foi diluido e dado inicio ao processo de adsorcdo e
dessor¢cdo. O mesmo apresenta dois compostos majoritarios encontrados no café, acidos
clorogénico e cafeico, e derivados do &cido clorogénico. Esses compostos foram
identificados de acordo com seus respectivos tempos de retencdo e espectros. Os
cromatogramas das figuras 4B e 4C representam as dessor¢des das resinas XAD 7HP e
XAD 16, respectivamente.

Na resina XAD 7HP foi observado perfil semelhante ao do extrato inicial
recuperando cerca de 90% do acido clorogénico e do é&cido cafeico colocados
inicialmente em contato com essa resina. A resina XAD 16 foi mais seletiva para os
derivados de acido clorogénico, que conforme mostrado na Figura 5 sdo moléculas
maiores e que devido as caracteristicas fisicas da resina podem ter tido mais afinidade
pela mesma durante o processo de adsorcéo.
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Figura 4: Cromatograma (A) Extrato inicial, (B) Dessor¢do da resina XAD 7HP
e (C) Dessorcao da resina XAD 16.
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Figura 5: Estrutura quimica dos derivados de acido clorogénico

4. CONCLUSAO

O processo de separacdo de compostos fendlicos presentes nas cascas de café com
resinas macroporosas se mostrou eficiente nesse estudo. Dentre as seis resinas estudadas
duas foram selecionadas, XAD 7HP e XAD 16 e entre elas a XAD 7HP se mostrou
mais promissora devido as caracteristicas dos compostos presentes no extrato inicial e
suas caracteristicas fisicas, como area de superficie, tamanho do poro e polaridade. Os
dados de isoterma melhor se ajustaram ao modelo de Langmuir e mostrou que o
processo de adsorgdo ocorre melhor em temperaturas mais baixas, portanto a cinética de
adsorcdo foi realizada a 20°C e os dados cineticos se ajustaram melhor a equagédo de
pseudo segunda ordem. Houve uma recuperacdo de cerca de 90% dos compostos
majoritarios presentes no extrato.
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CONCLUSOES GERAIS
o As cascas de café da variedade Coffea canephora estudadas apresentam
um importante perfil de compostos fenolicos. Realizando uma pesquisa em
relacdo ao teor de compostos fenolicos e capacidade antioxidante, pdde-se
constatar que as cascas apresentaram resultados promissores, viabilizando o
estudo de extracao e purificacéo;
o A verificacdo das melhores condicdes de extracdo foi definida baseada
em dois planejamentos experimentais (APENDICES | E I1), onde no primeiro
ndo se teve significancia estatistica na variavel pH e no segundo nédo obteve em
nenhuma das varidveis estudadas. Portanto, o ponto central foi escolhido para
dar sequéncia nos demais experimentos.
o Foram observados resultados significativos em todos os testes de
capacidade antioxidante realizados no extrato escolhido e o mesmo também
apresentou inibicdo efetiva para as enzimas a-glusidase e a-amilase. O perfil de
fenolicos do extrato foi tracado em CLAE e foram encontrados dois compostos
majoritarios do café.
o Dentre os 6 diferentes tipos de resinas estudadas, as resinas XAD16 e
XAD 7HP demonstraram-se mais eficientes na obtencdo de extratos purificados
de fendlicos provenientes das cascas de café, o que foi definido pelos parametros
de maior capacidade de adsor¢édo e dessorcdo e maior percentual de recuperagéo
durante os testes de estaticos. As diferencas de comportamento entre as resinas
podem ser explicadas devido as distintas propriedades fisicas e afinidade que as
mesmas apresentam em relagcdo ao composto de interesse estudado.

o Cada resina foi estudada em 4 diferentes faixas de pH, dentre os quais
foram observados que os maiores percentuais de adsorcao foram atingidos no
menor pH (3.0).

o Os testes de adsorcdo cinética demonstraram que a resina XAD 7HP
permite maior capacidade de adsorcdo dos fendlicos em relagdo a resina XAD
16, e também apresenta menor tempo para atingir o equilibrio de adsorcdo. O
perfil de fendlicos apresentados na dessorcdo das duas resinas é distinto e pode
ser justificado baseado nas caracteristicas fisicas das resinas e as caracteristicas
dos fendlicos presentes no extrato.
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APENDICE
APENDICE I: PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 1

Tabela 1 — CondigBes experimentais e respostas referentes ao teor de compostos
fenolicos na amostra

Ensaios Temperatura("C) pH %Etanol (viv) O | (M8 EAGI g

amostra seca)
El 35 3 20 24,15
E2 55 3 20 28,05
E3 35 7 20 24,33
E4 55 7 20 27,64
E5 35 3 50 25,66
E6 55 3 50 32,78
E7 35 7 50 28,27
ES8 55 7 50 31,29
E9 45 5 35 31,43
E10 45 5 35 35,85
E11 45 5 35 34,49
E12 28,2 5 35 25,66
E13 45 1,6 35 30,98
E14 45 5 9,8 23,81
E15 61,8 5 35 31,00
E16 45 8,4 35 30,53
E17 45 5 60,2 25,21
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Figura 1 - Grafico de Pareto para os efeitos da temperatura (X1), pH (X2),
concentracéo de solvente (X3) e suas interagdes (X1.X2, X1.X3, X2.X3) durante a extragdo
de compostos fendlicos presentes na casca do café. L e Q correspondem aos efeitos nos
niveis linear e quadréatico, respectivamente.
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Tabela 2— ANOVA

SOMA  DE GRAUS DE QUADRADO f, .
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

I:TAB ELADO F

RAZAO

REGRESSAO 189,0734 3 63,0244527 22 92614 341 6.723200
RESIDUO 35,7373 13 2,74902122
TOTAL 224,8106 16
R2 0,84
s
A @
g}. s0 7
g ®
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Figura 2: Superficie de resposta
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APENDICE I1: PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2

Tabela 1 -CondicGes experimentais e respostas referentes ao teor de compostos
fendlicos na amostra

Extratos T (°C) RNazao %Etanol Média
Solugdo/soluto
E1l 35 20 20 29,32
E2 55 20 20 31,79
E3 35 40 20 28,64
E4 55 40 20 32,16
ES 35 20 50 27,29
E6 55 20 50 23,76
E7 35 40 50 31,05
E8 55 40 50 34,14
E9 45 30 35 33,96
E10 45 30 35 35,76
E11 45 30 35 34,34
E12 28,2 30 35 29,64
E13 45 13,2 35 29,40
E14 45 30 9,8 24,53
E15 61,8 30 35 35,71
El6 45 46,8 35 21,83
E17 45 30 60,2 26,78

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var4
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=12,01444
DV: Var4

Var2(Q) / % -2,63268]
Var3(Q) // -2,61771

2Lby3L % 1,474002
(1)Vari(L) % 1,229387

1Lby2L %,7813929

1Lby3L % -,657664

varl(Q) 7////////////% -,213152
(3)var3(L) ///////////% -,146173

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1 - Gréafico de Pareto para os efeitos da temperatura (X1), Razdo
Solucao/soluto (X2), concentracdo de solvente (X3) e suas interagcdes (X1.X2, X1.X3,
X2.X3) durante a extracdo de compostos fenolicos presentes na casca do café. L e Q
correspondem aos efeitos nos niveis linear e quadréatico, respectivamente.

p=,05
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APENDICE IlI:  CURVAS DE CALIBRAGAO

1. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a construcdo da curva de calibracdo, foi feita uma solucdo padrdo de acido

galico dissolvendo 5 mg de acido galico em agua destilada e completar para 100 mL em
um bal@o volumétrico e homogeneizar. A partir da solucdo inicial de 100 mL de &cido
galico, foram utilizadas dilui¢bes sucessivas de 5 a 40 ug/mL de concentracdo. Apds as
dilui¢bes, 1 mL de cada diluicdo foi usado para realizar a anélise. Foi adicionado 1mL
da solucdo Folin—Ciocalteu (0,25 N). Apds 3 minutos, 1,5 mL de uma solucdo aquosa
de Na,CO3 (10% m/m) sera adicionado a mistura, e a reacdo ocorrera a temperatura
ambiente (25x1 °C) por 2 h no escuro. A leitura sera feita a 725 nm.

2. DPPH

Para a construcdo da curva de calibracdo, foi feita uma solucdo padrdo de trolox
dissolvendo 0,02 g de trolox em etanol (PA) e completar para 10mL em um baldo
volumétrico e homogeneizar. A partir da solugdo inicial de trolox, foram utilizadas
diluicdes sucessivas de 5 a 60 ug/mL de concentragdo. 2,85 mL de uma solucdo do
radical DPPH* (0,06 mM, cuja absorbancia é proxima a 700 a 517 nm) foram
misturados a 150 pL de cada diluicdo. Em seguida, a mistura foi homogeneizada em um
tubo vedado e mantida em repouso ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 60
minutos. A leitura foi realizada a 517 nm e os resultados foram expressos em mg de
Trolox Equivalente/g amostra (mg TE/ g amostra).

3. ABTS

Para a construcdo da curva de calibracdo, foi feita uma solucdo padrdo de trolox
dissolvendo 0,014 g de trolox em etanol (PA) e completar para 10mL em um baldo
volumétrico e homogeneizar. A partir da solucdo inicial de trolox, foram utilizadas
diluicdes sucessivas de 5 a 60 ug/mL de concentracdo. Uma aliquota de 30 pL do
extrato foi transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS e
homogeneizado em agitador de tubos. A leitura foi realizada a 734 nm apds 6 minutos
da mistura ter sido feita. Foi utilizado alcool etilico, como branco, para calibrar o
espectrofotbmetro. Os resultados foram expressos em mg de Trolox Equivalente/g
amostra (mg TE/ g amostra).

4. FOSFOMOLIBDENIO

Para a construcdo da curva de calibracdo, foi feita uma solucdo padrdo de trolox
dissolvendo 0,04 g de trolox em etanol (PA) e completar para 10 mL em um balédo
volumétrico e homogeneizar. A partir da solucdo inicial de trolox, foram utilizadas
diluicBes sucessivas de 1,25 a 1,375 mg/mL de concentracdo. Uma aliquota de 0,3 mL
de extrato foi adicionado a uma mistura reagentes (3 mL), contendo 0,6 M de &cido
sulfurico, 28 mM de fosfato de sddio e 4 mM de molibdato de amdnio. Apds 90 min de
incubacédo a 95 °C, a absorbancia da mistura foi lida a 695 nm, com um branco de 0,3
mL etanol com 3 mL da mistura de reagentes. Os resultados foram expressos em
milimoles de Trolox por grama de amostra (mmol TE / g amostra).

5. FRAP

Para a construcdo da curva de calibracdo, foi feita uma solucdo padrdo de trolox
dissolvendo 0,02 g de trolox em etanol (PA) e completar para 10mL em um baldo
volumetrico e homogeneizar. A partir da solugéo inicial de trolox, foram utilizadas
diluicGes sucessivas de 10 a 90 pg/mL de concentracdo. Uma aliquota de 90 pL das
diluicbes foram misturados a 270 pL de agua, em seguida foram adicionados 2,7 mL do
reagente de FRAP. Esta mistura foi agitada e deixada em repouso num banho de
aquecimento a 37 °C por 30 min na auséncia de luz. A leitura da absorbéncia foi feita a
595 nm. Os resultados foram expressos em Trolox equivalente por grama de amostra
(mg TE/g amostra).
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APENDICE IV: METODOLOGIA RESINAS
1. Tratamento das resinas

Primeiro, lavar com
agua

é 241 2h 2h

Tratadas em etanol

Cin.co gramas de (A80mL.25%) % |
fesna Y

[T 8 Tratadas com 140 mL Tratadas com 140 mL

de HC14% = de NaOH 3% =
— + e -
= 100RPM — 100RPM
Lavar com agua Lavar com agua
até atingir pH 7.0 até atingir pH 7.0

- (0]

Ajustar o pH para
70

Estufaa60°Cpor24h

2. Ensaios de adsorcéo e dessorcdo em batelada

|
Resinas pré tratadas (1 g) em 25 mL de g
extrato da casca de café dilnide
24h
B B —-
. A 4 a
0 100RPM

pH's foram ajustados utilizando diferentes
diferentes (3.0;5,0: 90 e 11,0) solugdes tampio Depois de ajustar o pH. os frascos foram
levados para o shaker a 30 *C por 24 ha 120 rpm

RBEW g o "

Etanol 3%

A"" &é&,_

!

As resinas foram lavadas com dgua destilada e
foram adicionados 25 mL de etanol (93%)

.

Os frascos foram levados para o shaker a
30*Cpor24hal20pm
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3.

HADTHP e XAD 16

=B

Foram as resinas selecionadas para as
cinéticas e isotermas de adsorgdo

Isotermas de adsorc¢éo

24h

-
25mL

Diferentes diluigdes do
extrato da casca de café

pH foi fixado em 3.0 com uma
solucdo tampio

A adsorcio foi realizada em trés temperaturas
(20,30 2 40 °C) em um shakera 120 rpm por 24 h

4. Cinéticas de adsorgao

XADTHP e XAD 16

=SS

Foram as resinas selecionadas para as
cinéticas e isotermas de adsorgdo

Uma aliquota da solugdo foi retirada em
tempos pré determinados para identificar o
equilibro

200ul.

]
->

8

pH foi fixado em 3.0 com uma
solugio tampiio

Resinas pré tratadas (1 g) em
25 mL de extrato de casca de
café diluido

8

Depois de ajustar o pH, os frascos foram levados
para o shakera 20 °C 2 120 1pm até o equilibrio de
compostos fendlicos presentes na solugio

Compostos fendlicos

~
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