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RESUMO

O Brasil € o maior produtor e exportador de café, sendo responsavel por 32% da
producdo agricola mundial. Este vasto cultivo do café, concentrado principalmente
na regido sudeste do pais, implica na geracdo de alta quantidade de residuos
provenientes do processo de remoc¢ao da casca. A casca do café pode ser removida
do grdo a partir de dois principais processamentos: via seca e via Umida. Como
medida de reducdo do impacto ambiental e promocdo das caracteristicas
tecnologicas dos residuos, o objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades
antioxidantes de extratos hidroalcodlicos obtidos para as diferentes cascas de café,
buscando as melhores condi¢cdes de extrato a ser aplicado ao Oleo de soja a fim de
obter informacdes sobre o potencial redutor da oxidagdo. A producdo do extrato
seguiu um delineamento central composto rotacional, variando a propor¢cdo de
etanol (de 41 a 98%) e o tempo de aplicacédo do ultrassom (11 a 68 min) no meio.
Como resposta ao planejamento experimental, obteve-se o rendimento de volume
de extrato, o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelos
métodos de DPPH e FRAP. Melhores resultados foram encontrados para extratos de
cascas obtidas por via seca utilizando solventes hidroalcoolicos com proporcdes
entre 40 e 50% de etanol por 40 a 60 minutos de aplicacdo de ultrassom. O 0leo de
soja foi adicionado de extrato de cascas de café obtido com melhores condicdes de
extracdo, na concentracdo de 200 mg/kg de compostos fendlicos, e também
adicionado de antioxidantes sintéticos BHA e TBHQ na mesma concentracdo. Os
tratamentos foram submetidos ao aquecimento acelerado em estufa a 60°C por 20
dias e avaliados quanto a estabilidade oxidativa. Embora o antioxidante TBHQ tenha
apresentado melhor eficiéncia na inibicdo da oxidacdo, o extrato de cascas de café
apresentou efeito sinergistico quando utilizado com o sintético, retardando o
aparecimento de produtos da degradacdo, possibilitando, assim, a reducdo na

concentracdo do antioxidante sintético a ser aplicado ao 6leo.

Palavras-chave: Oleos vegetais. Atividade antioxidante. Estabilidade oxidativa.

Subprodutos. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Brazil is the largest coffee producer and exporter, accounting for 32% of world
agricultural production. This vast coffee cultivation, mainly placed in the southeast of
country, generates high amounts of waste from the husks removal process. Coffee
husks can be removed from the grain by two main processes: wet and dry
procedures. In order to reduce the environmental impact and promote the
technological characteristics of the residues, the aim of this study was to evaluate the
antioxidant properties of hydroalcoholic extracts obtained from the different coffee
husks, looking for the best conditions to produce an extract to be applied in soybean
oil in order to get some information about the oxidation power reducer. The extract
production followed a central composite rotational design, varying the proportion of
ethanol (41 to 98%) and the ultrasound application time (11 to 68 min). In response
to experimental design, it was obtained the yield of extract volume, the total phenolic
compounds, the antioxidant activity by DPPH and FRAP methods. Best results were
obtained for husks extracts from dry process using solvent in a proportion between
40 and 50% of etanol treated during 40 to 60 min with ultrasound. Soybean oil was
added by coffee husks extract obtained from best conditions, at the concentration of
200 mg/kg of phenolic compounds, as well as added by synthetic antioxidants at the
same concentration. Treatments were subjected to acceleration heating in an oven at
60°C for 20 days and evaluated for oxidative stability, the peroxide value, conjugated
dienes, tocopherols retention and weight gain. Although TBHQ antioxidant has
shown improved efficiency in inhibiting oxidation, coffee husks extracts showed a
synergistic effect when used with synthetic, delaying the onset of degradation
products, thus enabling the reduction in the concentration of synthetic antioxidant to

be applied into the oll.

Keywords: Vegetables oil. Antioxidant activity. Oxidative stability. By-products.

Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica é uma das principais causas da deterioracdo de 6leos e
gorduras, ocasionada pela quebra das duplas ligacbes com a formacgéo de radicais
livres, responséaveis por modificagbes nos odores e sabores. A qualidade sensorial,
bem como nutricional e funcional séo afetadas pela autoxidagao, principalmente pela
perda de &cidos graxos essenciais, carotenoides, tocoferdis e fitoesterdis, e pela
formacao de substancias toxicas.

A deterioracdo lipidica pode ser minimizada através da prevencdo ao acesso
de oxigénio, uso de baixas temperaturas, inativacdo de enzimas que catalisam a
reacdo de oxidacdo e utilizacdo de embalagens adequadas. Além disso, outra
maneira de protecdo de Oleos e gorduras é a utilizagdo de antioxidantes, sintéticos
ou naturais, 0s quais sao capazes de retardar ou inibir a oxidacao lipidica quando
submetidos a altas temperaturas. Entre os tipos sintéticos, os mais frequentemente
usados para preservar alimentos sao butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno
(BHT), galato de propila (GP) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ). Porém, estudos tém
demonstrado que o uso continuo destes compostos pode acarretar efeito toxico e
também carcinogénico ao organismo. Devido a este fato, pesquisadores tém
buscado cada vez mais extrair antioxidantes naturais de fontes vegetais para
substituir os sintéticos e preservar a saude do consumidor.

Diversas plantas tém sido estudadas como fontes de compostos antioxidantes
naturais potencialmente seguros para a industria alimentar, sendo os polifendis os
mais encontrados. Sendo assim, a utilizacdo de muitos vegetais tem sido proposta
para a protecdo contra a oxidacao lipidica. Entretanto, é possivel obter esses
compostos ndo somente a partir de alimentos in natura. Paises como o Brasil, que
possuem a economia fortemente baseada no agronegdcio, geram grandes
guantidades de residuos agroindustriais, os quais, embora sejam considerados
problemas ambientais, sdo fontes ricas de compostos bioativos, incluindo as
substancias antioxidantes.

A industria cafeeira tem grande importancia no mercado mundial, sendo o
Brasil o maior produtor de café, concentrando a maior parte da sua producdo nos

estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Sdo Paulo. Anualmente séo
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geradas milhdes de toneladas de residuos solidos em nivel mundial, representados
pelas cascas e polpas provenientes do beneficiamento. Estes subprodutos da
cultura cafeeira estdo sendo alvo de pesquisas por conterem substancias
antioxidantes, entre os principais, os acidos cafeico, tanico, vanilico, clorogénico e
galico.

Tendo em vista a alta geracéo de residuos contendo compostos bioativos e o
interesse em substituir antioxidantes sintéticos por naturais, faz-se necessario o
estudo do potencial antioxidante do extrato de cascas de café quando adicionado

em 6leo de soja submetido a estocagem acelerada em estufa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito dos extratos de
cascas de café (Coffea arabica L.) na estabilidade oxidativa de 6leo de soja sob

estocagem acelerada em estufa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos das cascas de café provenientes do beneficiamento por vias seca
e Umida, variando a composicdo do solvente e o tempo de aplicacdo de

ultrassom.

e Medir a atividade antioxidante dos extratos por meio dos métodos DPPH e
FRAP, bem como o teor de fendlicos totais por meio do reagente de Folin-

Ciocalteau.

e Analisar o 6leo de soja adicionado de extrato durante estocagem acelerada em
estufa por meio das medidas de estabilidade oxidativa, indice de peroxidos,

dienos conjugados, retencéo de tocoferdis e ganho de massa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEOS E GORDURAS

Oleos e gorduras s&o os principais constituintes dos lipidios, os quais,
juntamente com as proteinas e carboidratos, compdem as trés maiores classes dos
alimentos. Sao caracterizados como insollveis em agua e sollveis em solventes
organicos. Além disso, a principal propriedade que os diferencia € o estado fisico em
gue se encontram a temperatura ambiente, ou seja, 0os 6leos sdo liquidos e as
gorduras, soélidas (BELITZ et al., 2009).

Como componentes essenciais das estruturas bioldgicas, os lipidios
desempenham importantes funcdes na fisiologia humana, atuando como isolante
térmico e promovendo protecdo dos 6rgaos e da pele, além de serem precursores
na sintese de compostos como horménios e lipoproteinas (TURATTI; GOMES;
ATHIE, 2002; JORGE, 20009).

Nos alimentos, os O6leos e gorduras contribuem para as propriedades
sensoriais em geral, como sabor, cor e textura, e atuam como meio de transferéncia
de calor em frituras e processos de forneamento, promovendo qualidade e
caracteristicas desejaveis. Conferem valor nutritivo, uma vez que sdo fontes de
energia e acidos graxos essenciais como os acidos linoleico e linolénico, além de

atuarem como carreadores de vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K) (DERGAL, 2006).

3.2 OLEOS VEGETAIS

Os Oleos vegetais sdo constituidos predominantemente por triacilglicerdis
(Figura 1), produtos da esterificacdo de acidos graxos com glicerol. Os acidos graxos
representam uma grande porcentagem da composicdo dos Oleos e séao
responsaveis pelas diferencas de estabilidade a oxidacéo, plasticidade, estado
fisico, padrdo de cristalizacdo, indice de iodo, e de temperaturas de solidificacédo e
de fusdo (JORGE, 2009).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos triacilglicerois.
CH, —COO —R;
|

CH—COO —R;

I
CH; —COO — Rs

onde R;, R, e R3 sdo acidos graxos

Fonte: Belitz; Grosh; Schieberle (2009)

De acordo com Silva, Borges e Ferreira (1999) e Allen e Hamilton (1994), os
Oleos vegetais que possuem niveis mais elevados de ésteres de acidos graxos
insaturados como por exemplo o oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolénico (18:3) sdo
encontrados na soja, amendoim, milho, canola, cartamo, trigo e arroz. Oleo de peixe
e de outros animais marinhos sdo fontes dos maiores teores de acidos graxos
insaturados. Por outro lado, as gorduras de animais terrestres apresentam niveis
mais altos de glicerideos de acidos graxos saturados como os acidos palmitico
(16:0) e estearico (18:0).

O oleo de soja surgiu como subproduto do processamento do farelo de soja, e
atualmente domina o mercado mundial de oleos. No Brasil, o0 consumo de oleo de
soja corresponde a 95% do consumo total de Oleos vegetais, sendo utilizado, dentre
muitas aplicacbes, no preparo de assados, margarinas, maioneses e,
preferencialmente, como base para frituras. Sua composicdo, do total de lipidios
presentes, é representada por cerca de 85% de acidos graxos insaturados, e destes,
60% sédo constituidos pelos acidos graxos essenciais como o linoleico e linolénico.
Os acidos graxos saturados, como 0s acidos palmitico e esteérico, representam
16,6%. Os tocoferdis constituem os componentes minoritarios e sdo de grande
importancia devido a seu carater vitaminico e antioxidante (JORGE, 2009).

Em comparacdo a outros 6leos vegetais, 0 0leo de soja apresenta algumas
vantagens: alto nivel de insaturacdo; quando submetido a oscilacdo de temperatura
relativamente ampla, o 6leo se mantém liquido; capacidade de ser hidrogenado
parcialmente; facilidade de remocdo de fosfatos, restos de metais e sabfes que
permanecem apos a extracdo; e presenca de antioxidante natural - os tocoferdis.

Por outro lado, h4d também as desvantagens como a presenca de alta quantidade de
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fosfatos, assim como os niveis elevados de &cido linolénico responsavel pela
reversdo de seu sabor e odor (JORGE, 2009).

3.3 OXIDACAO LIPIDICA

Os lipidios estdo sujeitos a uma série de reacdes que podem levar a
modificagfes de suas estruturas, afetando o valor nutricional e também os padrdes
de qualidade, como cor, odor, sabor e textura dos alimentos (DONNELLY;
ROBINSON, 1995; SOARES, 2002). A oxidacdo lipidica € uma das principais
reacOes deteriorativas que ocorre durante o processamento, distribuicao,
armazenamento e preparo final dos alimentos. E responsavel pelo desenvolvimento
de sabores e odores desagradaveis nos alimentos, tornando-os improprios para o
consumo. Além disso, também provoca outras alteragcdes que irdo afetar a qualidade
nutricional, a integridade e a seguranca dos alimentos, através da formacédo de
compostos potencialmente toxicos (FRANKEL, 1980; NAWAR, 1985; ARUOMA,
1993; KUBOW, 1993).

Nos processos biologicos, a oxidacdo ocorre devido a formacao de radicais
livres no organismo, 0s quais agem diretamente sobre alguns componentes
celulares. Os acidos graxos da membrana lipoprotéica sdo susceptiveis a reacao de
oxidacdo desencadeada pelos radicais livres, o que afeta a integridade estrutural e
funcional da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. Além disso,
estas moléculas podem reagir com aminoacidos constituintes da cadeia
polipeptidica, proporcionando sua fragmentacdo, cross linking, agregacdo e, em
certos casos, ativacao ou inativacdo de algumas enzimas, resultando em alteracdes
nas moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) e acarretando certas aberracdes
cromossémicas (ERENEL; ERBAS; ARICIOGLU, 1993).

Nos alimentos, a degradacdo oxidativa dos &acidos graxos insaturados pode
ocorrer por varias vias, em funcdo do meio e dos agentes catalisadores. As reacdes
hidroliticas séo catalisadas pelas enzimas lipases, presentes nas sementes
oleaginosas, ou pela acdo de calor e umidade, com formacdo de acidos graxos

livres, os quais aumentam a rancidez do 6leo e, em menor quantidade, a formacéo
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de metilcetonas e lactonas, podendo produzir aromas desagradaveis (O'BRIEN,
2008).

A fotoxidacdo de gorduras insaturadas € um mecanismo promovido
essencialmente pela radiagdo UV em presenca de sensibilizadores, como por
exemplo, a clorofila e mioglobina, e envolve a participacdo de oxigénio singlete (*O,)
como intermediario reativo. Este processo envolve reacdes com radicais livres, cujo
resultado é a formacdo de hidroperéxidos diferentes dos que se observam na
auséncia da luz e de sensibilizadores, e que, por degradagdo posterior, originam
aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A autoxidacdo € um processo dindmico de reacdo em cadeia induzido por
radicais livres. Trata-se de um fendbmeno puramente quimico e bastante complexo,
envolvendo reacdes capazes de auto propagacédo, e que dependem do tipo de acao
catalitica (temperatura, ions metalicos, radicais livres, pH). O decurso da sequéncia
reacional é classicamente dividido em iniciacdo, propagacdo e terminagdo, como

demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo de acdo da oxidacao lipidica.

Iniciagéo RH— R +H"
Propagacéo R’ + O —» ROO®
’_.ROO' +RH — ROOH + R’
|
Término ROO’ + R* — ROOR Produtos
ROOC® + ROO* — ROOR + O estaveis
R’ +R"— RR

RH = Acido graxo insaturado; R* = Radical livre; ROO® = Radical perdxido; ROOH = Hidroperéxido.
Fonte: Belitz, Grosh; Schieberle (2009).

3.3.1 Iniciacéo

A primeira fase da autoxidacdo é caracterizada pela formacdo de radicais
livres (R®). A presenca de catalisadores, tais como luz visivel, radiagcdo ultravioleta,
metais ou metaloproteinas proporciona a perda de um atomo de hidrogénio do

carbono alilico na molécula do &cido graxo insaturado (RH), ocasionando na
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formacao de &tomos constituidos por elétrons ndo pareados nos orbitais externos. A
presenca de radicais livres torna a molécula altamente reativa e capaz de reagir com
qualquer composto situado proximo a sua O6rbita externa, apresentando uma funcéo
oxidante ou redutora de elétrons. Esta fase é lenta e produz compostos inodoros
(JORGE, 2009).

3.3.2 Propagacéo

Os radicais livres formados, susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico
(Oy), originam o radical peroxila (ROO*®), o qual, ao receber um atomo de hidrogénio
de outro acido graxo insaturado (RH) produz hidroperoxidos (ROOH) e outro radical
livre, contribuindo para a reacdo em cadeia. A sequéncia de reacao € usualmente
acompanhada pela mudanca da posicdo da dupla ligagdo, dando origem aos
isdbmeros de hidroperoxidos que frequentemente contém grupos dienos conjugados.
Os produtos primarios da oxidacao lipidica (peroxidos e hidroperoxidos) sdo de
natureza instavel e, com o decorrer da reacdo, se decompdem em compostos
responsaveis pelo odor caracteristico de ranco, como aldeidos, cetonas e acidos
(TOLEDO; ESTEVES; HARTMANN, 1985; MELO; GUERRA, 2002).

3.3.3 Terminacao

Na ultima fase da autoxidacdo, devido a reducdo da quantidade de acidos
graxos insaturados presentes no sistema, as moléculas de radicais livres combinam-
se originando produtos estaveis (ROOR ou RR), os quais sdo conhecidos como
produtos secundarios da oxidacdo, como 0s epoOxidos, compostos volateis e nao
volateis (TOLEDO; ESTEVES; HARTMANN, 1985; MELO; GUERRA, 2002). Nesta
fase, as alteracfes sdo mais fortes, podendo resultar em mudancas na cor e na
viscosidade do lipidio (JORGE, 2009).

Para evitar a oxidacéo lipidica, torna-se necessario minimizar a incidéncia de
fatores que a favorecem, como 0s niveis de energia, temperatura e luz, que séo
responsaveis pela formacdo de radicais livres, e presenca de tracos metdlicos,

impedindo a0 maximo o contato com oxigénio. Entretanto, além do controle de
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interferentes, a formacado dos radicais livres pode ser bloqueada através do uso de
antioxidantes, os quais possuem a capacidade de diminuir a velocidade de reacgao
ou prolongar o periodo de inducao, retardando ou até mesmo inibindo a reacédo de
oxidacdo (JORGE; GONCALVES, 1998).

3.4 METODOS PARA AVALIACAO DO GRAU DE OXIDACAO LIPIDICA

A avaliacdo do estado de oxidacdo de 6leos e gorduras € uma determinacdo
importante a nivel industrial, a fim de controlar e garantir a qualidade dos produtos
comercializados. Sao varios os métodos utilizados para avaliar a estabilidade
oxidativa de 6leos e gorduras. Cada método fornece informagdes sobre um estado
particular do processo oxidativo, o qual varia em funcdo das condicdes aplicadas e
dos substratos lipidicos utilizados. Desta maneira, nenhum método correlaciona-se
de modo perfeito com as modificacbes sensoriais produzidas no decurso das
reacdes de oxidacao (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

O parametro utilizado como indicador da reacdo oxidativa é o periodo de
inducao, ou seja, 0 tempo necessario para se atingir o nivel de rancidez detectavel
(ANTONIASSI, 2001). A determinacdo ndo deve ser restrita a um determinado
momento, sendo necessaria ser efetuada ao longo do tempo, de forma a ser
representativa da duracéo de vida do produto.

Para estimar a susceptibilidade a oxidagéo, o 6leo (ou gordura) é submetido a
uma oxidacado acelerada, sob condi¢cdes padronizadas, de modo que possam ser
observados os sinais de deterioracdo. Desta maneira, podem ser utilizados a
elevacdo de temperatura, a adicdo de metais, o0 aumento da pressdo de oxigénio, a
estocagem sob luz e agitacdo. Porém, o aguecimento € o meio mais utilizado e
eficiente (FRANKEL, 1993; WAN, 1995).

No teste acelerado em estufa (Schaal Oven Test), os 6leos sdo mantidos a
temperatura de 60°C ou mais e analisados periodicamente mediante indice de
peroxidos, analise sensorial, determinacdo de dienos conjugados, estabilidade
oxidativa, entre outros (DROZDOWSKI; SZUKALSKA, 1987). Em estudo sobre a
estabilidade de 6leo de canola durante a vida de prateleira, Malcolmson et al. (1994)

constataram que as alteracOes sensoriais sofridas em um dia de estocagem
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acelerada em estufa equivalem as ocorridas em um més de estocagem sob
temperatura ambiente. Desta maneira, este teste possibilita conhecer a vida de
prateleira do Oleo, visto que os resultados fornecidos apresentam uma boa
correlacdo com avaliacdo efetuada em condigcbes ambientais de armazenamento
(ANTONIASSI, 2001; GOMEZ-ALONSO et al., 2007).

A estabilidade oxidativa do 6leo se baseia na quantidade de &cidos de baixo
peso molecular que sao formados no final da fase de iniciacdo da oxidacdo dos
triacilglicerois, ou seja, da decomposicdo dos produtos primarios (BELITZ; GROSH,;
SCHIEBERLE, 2009). Este método avalia o teor de &cidos volateis, por
condutimetria, utilizando o equipamento denominado Rancimat. A analise baseia-se
no registro das variagdes da condutividade da agua, na qual se faz a coleta dos
acidos de baixo peso molecular (BROINIZI et al., 2007). Neste método, um fluxo de
ar passa pela amostra de oleo, mantida sob aquecimento em temperatura entre 100
e 140°C, borbulha em agua deionizada e arrasta os acidos carboxilicos volateis
formados pelo processo de oxidacdo. A solubilizacdo destes acidos, principalmente
do acido férmico, faz com que ocorra aumento da condutividade elétrica da agua,
gerando uma curva de condutividade elétrica versus tempo. O periodo de inducéo é
determinado pelo tempo necessario para provocar um aumento exponencial da
condutividade da agua (TALBOT, 2016).

A determinacdo da concentracdo de peroxidos refere-se a todas as
substancias que oxidam o iodeto de potassio. O indice de peroxidos (IP), pelo
método iodométrico, mede o iodo produzido a partir da decomposicao do iodeto de
potassio pelos peroxidos, e exprime-se em miliequivalentes de oxigénio por
guilograma de matéria graxa (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Os dienos conjugados, assim como 0s peréxidos, sdo produtos primarios da
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados formados pelo deslocamento de duplas
ligacbes. Os dienos conjugados absorvem a 232 nm enquanto os produtos
secundarios da sua oxidagcdo, em particular as a-dicetonas ou as cetonas
insaturadas, apresentam um maximo de absorcdo a 272 nm. Desta maneira, 0S
estados de evolucdo oxidativa diferem-se com base na relacdo A7z nm/Azz; nm:

guanto maior o valor da absorbancia a 232 nm, mais elevado serd o contetudo de
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peréxidos, correspondendo, portanto, ao inicio do processo de oxidacdo (FRANKEL
et al., 1994; HUANG; FRANKEL; GERMAN, 1994).

A oxidagdo também pode ser avaliada através da medida do indice de acidez
da fracdo lipidica, a qual corresponde a quantidade de mg de KOH necessaria para
neutralizar os acidos graxos livres em 1g de amostra. Visto que a quantidade de
acidos graxos livres é formada de acordo com a incidéncia dos processos oxidativos,
maior € o valor do indice de acidez (SOARES et al., 2012). Esta variavel, ndo s6
relaciona os aspectos de qualidade da matéria-prima como também do
processamento e do armazenamento do alimento.

Além das determinacfes dos produtos primarios, o processo oxidativo pode ser
avaliado através da formacdo dos produtos secundarios, por meio dos testes do
acido tiobarbitarico e p-anisidina. A medida da rancidez é realizada pelo teste de
acido tiobarbitarico (TBA), que se baseia na rea¢ao do acido-2-tiobarbitarico com os
produtos de decomposicao dos hidroperéxidos formados durante a oxidacao lipidica
(SOARES et al., 2012). O indice de p-anisidina (IpA) é utilizado para avaliar a reacao
do reagente p-anisidina com os aldeidos formados na decomposicao, resultando, em
meio aceético, na formacdo de um complexo de cor amarela (JORGE, 2009;
SOARES et al., 2012).

3.5 ANTIOXIDANTES

Durante a oxidacdo lipidica, os antioxidantes atuam de varias maneiras, como
na formacédo de ligagcdes com ions metalicos, bem como no sequestro de radicais
livres e na decomposicdo dos peroxidos, impedindo o desencadeamento das
reacdes oxidativas (MOURE et al., 2001).

Os antioxidantes sao capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos. Neste sentido, de acordo com seu mecanismo de acdo, sédo
classificados como primarios e secundarios (SOARES, 2002).

Os primarios, representados pelos compostos fendlicos, atuam interrompendo
a reacdo em cadeia através da transferéncia de hidrogénio ou elétrons aos radicais

livres, transformando-os em produtos mais estaveis (A°) e inativos (ROOH e RH)
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para a propagacdo das reacbes (ARAUJO, 2006). A Figura 3 representa o

mecanismo de transferéncia de hidrogénio dos antioxidantes primarios.

Figura 3 - Mecanismo de acao dos antioxidantes primarios.

ROO*+AH ———» ROOH + A®

R*+AH ——» RH+A'

onde:

ROOQe R" = Radicais livres

AH = Antioxidante com um atomo de hidrogénio
A" =Radical inerte

Fonte: Jorge (2009).

Os antioxidantes secundarios retardam a reacdo oxidativa por meio da
complexacdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos
com consequente formacdo de compostos mais estaveis. O acido citrico € um
agente quelante, o qual possui a capacidade de sequestrar ions metalicos como
cobre e ferro que catalisam a oxidacao lipidica. JA os removedores de oxigénio,
como o acido ascorbico, sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente
no meio através de reacdes quimicas, tornando-o indisponivel para propagar a
autoxidacao (GORDON, 1990).

Dentro da classe dos antioxidantes secundarios estdo os sinergistas. Eles
apresentam pouca ou nenhuma atividade antioxidante, contudo, sdo capazes de
aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em combinacgao
adequada. Acidos citrico, ascorbico e tartarico, e lecitina sdo bons exemplos de
sinergistas (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002; RAMALHO; JORGE, 2006;).

Para ser empregado em alimentos, o antioxidante, além de ser efetivo em
baixa concentracdo relativamente ao substrato a ser oxidado, deve apresentar
afinidade com o substrato, ndo conferir odor ou sabor ao produto, ser estavel ao
processo de aquecimento e periodo de estocagem do produto alimenticio e ser
facilmente incorporado ao alimento (MELO; GUERRA, 2002).
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3.5.1 Antioxidantes sintéticos

Nos alimentos, os antioxidantes adicionados podem ser sintéticos ou naturais.
Os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo o BHA, BHT, TBHQ e GP. Estes
apresentam estrutura fendlica (Figura 4), a qual permite a doacdo de um proéton a
um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo a
propagacédo da reagdo de oxidacdo. Embora n&o possuam cor, sabor e odor, a
maioria deles perdem sua atividade antioxidante em temperaturas elevadas, tais
como de fritura (ZHANG; WU; WENG, 2004).

Figura 4 - Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos.

OH OH OH
C(CHa)3 (HaC)aC C(CHy)s
G{CHa)a
OH5C OH;C H,C
3-BHA 2-BHA BHT
OH COO(CaHy)
C(CHa)s
HO HO
TBHQ PG

Fonte: Dergal (2006).

Em gorduras animais e em 6leos vegetais, o0 BHA é um antioxidante mais
efetivo na inibicdo da oxidacdo, porém, apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas (JORGE, 2009). Essas caracteristicas sdo semelhantes para
0 antioxidante BHT, o qual apresenta boa solubilidade em gorduras animais e 6leos
vegetais e pouca resisténcia a temperaturas altas, proporcionando odor
desagradavel.

O TBHQ, antioxidante difendlico, é considerado o mais eficaz em 0leos
vegetais e, em relacdo a gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo
que o BHT ou o GP (ORDONEZ, 2005). Apresenta boa estabilidade térmica e é
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menos volatil que o BHT e BHA. Acido citrico e TBHQ apresentam excelente
sinergismo em 6leos vegetais (RAMALHO; JORGE, 2006).

O GP, embora seja eficiente em gorduras animais e 6leos vegetais, apresenta
baixa estabilidade térmica e, em niveis elevados, pode atuar como pré-oxidante
(RAMALHO; JORGE, 20086).

Além de serem utilizados em alimentos, os antioxidantes também s&o usados
em industrias de producéo de borracha, latex e plastico. A América do Norte, Europa
e Asia sdo responsaveis por 90% do consumo total de antioxidantes, entretanto,
apenas 8% sao usados em produtos alimenticios (FAN; ESKIN, 2015). No Canada e
na Comunidade Econémica Européia, o uso de TBHQ néo é permitido (REISCHE;
LILLARD; EITENMILLER, 2002). J&a a legislacdo brasileira limita as concentracdes
maximas de 200 mg/kg tanto para BHA quanto para TBHQ e de 100 mg/kg para
BHT (BRASIL, 2005).

A crescente demanda social por produtos que contribuam com a melhoria da
gualidade de vida, provenientes especialmente de fontes naturais, tem impulsionado
pesquisas na busca por substancias bioativas, como os compostos fendlicos, com
potencial poder antioxidante, visando a substituicdo dos antioxidantes sintéticos ou

até mesmo a associac¢ao a eles, possibilitando atividade sinergistica.

3.5.2 Antioxidantes naturais

Muitos vegetais contém compostos com atividade antioxidante e tém sido
estudados como fontes de antioxidantes naturais potencialmente seguros para a
indastria alimenticia. Dos varios compostos ja isolados, muitos sdo polifendis de
baixo e alto peso molecular, sendo assim propostos para protecdo contra a oxidacao
de lipidios (HAGERMAN et al., 1998).

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados e isolados de uma
variedade de plantas. Entre as fontes de antioxidantes naturais estdo incluidos graos
e sementes de oleaginosas, de cereais, sementes de frutas citricas, castanhas e
nozes, frutos, legumes e especiarias (JORGE, 2009).

A protecdo que frutos e vegetais proporcionam contra diversas doengas tem

sido atribuida aos diversos antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E, o a-
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tocoferol, B-caroteno e compostos polifendlicos. A vitamina E foi o primeiro
antioxidante biolégico estudado. Dentre os mais importantes antioxidantes fenélicos
de fonte natural destacam-se os tocoferois, os flavonoides e os é&cidos fendlicos
(DUGAN, 1980).

Subprodutos agroindustriais também estdo sendo estudados como fontes
atrativas de antioxidantes naturais como, por exemplo, as cascas de batata, cascas
e sementes de uva e cascas de café. A borra de café obtida de industrias de café é
utilizada como antioxidante na preservacao de alimentos e sua atividade se deve ao
acidos carboxilico 5-hidroxitriptamina. Outros compostos como proteinas, proteinas
hidrolisaveis e peptideos, bem como os produtos da reacdo de Maillard também
foram relatados como agentes antioxidantes (MOURE et al., 2001).

Dois tipos de metabdlitos estédo presentes nos vegetais, sao eles os primarios e
os secundarios. Os metabalitos primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal,
exercendo funcéo ativa nos processos de fotossintese, respiracéo e assimilacao de
nutrientes, ja os metabodlitos secundarios estdo intimamente associados as
estratégias de defesa das plantas, apresentando atividade biolégica contra
herbivoros, microrganismos e defesa contra situacdes de estresse e outros tipos de
estimulos (SILVA et al., 2010; QUINONES; MIQUEL; ALEIXANDRE, 2012).

Os principais metabolitos secundarios sao distribuidos em trés grupos de
acordo com sua biossintese, sendo eles os terpenos, os compostos fendlicos e os
compostos contendo nitrogénio (SILVA et al., 2010).

Dessa forma, os vegetais compreendem uma grande fonte de fitoquimicos
gue apresentam significante atividade antioxidante. Dentre estes, 0s compostos
fendlicos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos pela sua eficacia na
prevencdo da oxidacdo lipidica. Além de serem utilizados na conservacdo de
alimentos aumentando a vida util do produto entre 15 e 200%, os alimentos ricos
nestes componentes possuem relacdo com baixa incidéncia de mortalidade por
cancer (ACHKAR et al., 2013).

Devido a esses efeitos, os compostos fendlicos tém recebido grande atencéao
e interesse de estudos nos ultimos anos. Eles sdo capazes de inibir a peroxidacao
lipidica, atuando na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e na quelacéo de

metais, agindo nas etapas de iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica,



32

evitando, assim, a oxidacdo. Os produtos da acdo dos compostos fendlicos sao
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico existente na
estrutura, e, devido a sua capacidade redutora, permite a estes compostos obter
uma alta atividade antioxidante (ACHKAR et al., 2013).

Os compostos fenodlicos sdo substancias amplamente distribuidas na
natureza. Mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas, e
esse grande e complexo grupo faz parte dos constituintes de uma diversidade de
vegetais, frutos e produtos industrializados (SILVA et al., 2010). Esta variedade de
compostos pode ser justificada pelas diferentes combinacfes de ligacdes a grupos
hidroxilas, metoxilas ou conjugados com acucares. Este fato dificulta a diferenciacéo
dos compostos e sua determinacao nos tecidos das plantas. Dessa forma, associa-
se uma determinada familia de polifenéis como sendo a mais importante encontrada
em cada espécie vegetal, com teores podendo variar ao longo do desenvolvimento
vegetativo da planta (LAGE, 2009).

Os compostos fendlicos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a acucares (glicosideos) e proteinas, podendo englobar desde moléculas
simples até outras com alto grau de polimerizacdo (LAGE, 2009). S&o
caracterizados por apresentarem um nucleo benzénico, agrupado a um ou Varios
grupos hidroxilas (VIEIRA, 2010).

Como apresentam uma grande diversidade, os compostos fendlicos se
dividem em flavonoides e néo-flavonoides (SILVA et al.,, 2010; ACHKAR et al.,
2013). Os flavonoides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nos frutos e nos vegetais. Sua estrutura quimica consiste em dois anéis
aromaticos unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico, podendo
apresentar-se sob muitas variacbes como flavondis, flavonas, flavanonas,
catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas. Sdo compostos de baixo peso
molecular, consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na configuracdo C6—
C3-C6. Suas principais fontes sdo: café, cebola, macé, uva cerveja, vinho tinto e
chda, que contém, sobretudo, catequinas em sua composicao (SILVA et al., 2010).

Na classe dos acidos fendlicos, os ndo-flavonoides, estdo os derivados dos
acidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico (Figura 5), e sua atividade antioxidante

esta relacionada com a posi¢édo dos grupos hidroxilas e com a proximidade do grupo
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—COOH em relacdo ao grupo fenila. Quanto mais préximo esse grupo estiver do
grupo fenila, maior serq a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicao
meta (SILVA et al., 2010).

Figura 5 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoico (a) e hidroxicindmico (b).

(a) (b)
Ry R,
OH OH
P
R> COOH R3 COOH
Onde:
Acido p-hidroxibenzoico: R; = R,=H Acido p-cumarico: R, =R,=H
Acido protocarecuico: R, = OH, R,=H Acido cafeico: R, = OH, R,= H
Acido vanilico: R, = OCH,, R,=H Acido fertlico: R, = OCH,, R,= H
Acido siringico: R, = R,= OCH,

Fonte: Dergal (2006).

Os acidos hidroxibenzoicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6-C1
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006); enquanto os acidos
hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral (C6—C3), sendo 0os mais comuns os acidos cafeico, ferdlico, e p-
cumarico (BRAVO, 1998).

Os cogumelos tém recebido atencédo especial por serem descritos como fonte
rica de acidos fendlicos, compostos importantes entre os principais contribuintes
para as suas propriedades medicinais (SILVA; JORGE, 2011)

O café representa outro alimento cuja composicao de fendlicos é relevante.
Os compostos fendlicos, especificamente os acidos clorogénicos, aparecem em
concentracdes que variam de 6 a 10% do peso seco dos grdos (SANCHEZ-
GONZALEZ; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-CALIXTO, 2005). Segundo Soccol (2002),
a polpa de café apresenta 4,2 mg/g de acido clorogénico e teores de 10 a 20 mg/g

de acido ferdlico. Ao estudar diferentes técnicas de extracdo de compostos fendlicos



34

de casca e borra de café, Andrade et al. (2012) obtiveram teores médios de

fendlicos totais de 98,33 e 141,51 meq AG/g, respectivamente.

3.5.3 Avaliag&o da atividade antioxidante
e Teor de compostos fendlicos totais

A quantificacdo espectrométrica de compostos fendlicos pode ser realizada por
meio de uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin
Ciocalteau (RFC) figura entre as mais extensivamente utilizadas (ANGELO; JORGE,
2007; ANTOLOVICH et al., 2002; TSAO; DENG, 2004). O reagente consiste em um
complexo de acidos fosfomolibdico e fosfotungstico. A quimica associada ao RFC é
suportada na transferéncia de elétrons em meio alcalino dos compostos fendlicos e
outras espécies redutoras para o molibdénio, formando complexos azuis que podem
ser monitorados espectrofotometricamente a 750-765 nm (HUANG; OU; PRIOR,
2005). Os compostos fendlicos reagem com o RFC apenas em condi¢des alcalinas
(conseguidas pela adicdo de uma solucéao de carbonato de sédio, que eleva o valor
de pH até proximo de 10) (MACDONALD-WICKS; WOOD; GARG, 2006). Singleton
e Rossi (1965) aplicaram este ensaio a analise de fendlicos totais em vinho e, desde
entdo, outras matrizes tém sido estudadas (HUANG; OU; PRIOR, 2005)

e Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH*®

O método DPPH ¢é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes. O DPPH é um radical livre que pode ser obtido
diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico. E um dos métodos mais
utilizados por ser considerado pratico, rapido e estavel (ESPIN et al., 2000).

O ensaio fundamenta-se na propriedade do DPPH apresentar uma forte
absorcdo no espectro visivel, na faixa de 515 a 520 nm, caracterizado por uma
coloracéo violacea intensa, devido a presenca de radicais livres (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Quando o DPPH é colocado em presenca de
substancias capazes de sequestrar radicais livres, a absorc¢do é inibida, resultando

em uma descoloracdo de acordo com o numero de elétrons capturados, ou seja,
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quando o elétron desemparelhado do &tomo de nitrogénio no DPPH recebe um
atomo de hidrogénio, proveniente do composto antioxidante, ocorre a mudanca de

cor (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura quimica do radical DPPH e sua reacdo com um antioxidante.

- O 0
/

H

02N P;—'N +AH > 0N N—N +A
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Fonte: Molyneux (2004).

e Atividade antioxidante pelo método da redugéo do ferro — FRAP

O método FRAP (ferric reducing antioxidant power) foi descoberto por Benzie
e Strain (1996) e baseia-se na reducdo do complexo férrico (Fe®") ao complexo
ferroso (Fe®") em condicdes de baixo pH. Esta reducdo é monitorada pela mudanca
na absorvancia a 593 nm. Os resultados do poder antioxidante de reducao do ferro
podem ser expressos como equivalente em pumol de Trolox/g de amostra ou
equivalente em mmol de Fe?'/kg de amostra (SERPEN et al., 2008). Este método é
econdmico, 0 preparo dos reagentes € simples, os resultados s&do altamente

reprodutiveis e o procedimento € direto e rapido.
3.6 METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

O potencial antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem
vegetal depende de sua estrutura e de sua concentracdo no alimento. Além do grau
de maturacdo e variedade da planta, os fatores genéticos e ambientais sao
condi¢cbes que influenciam amplamente na quantidade destas substancias em
vegetais. No entanto, a capacidade antioxidante € influenciada pelo substrato

utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica utilizada, bem como pelo tempo e



36

temperatura de extragdo (NACZK; SHAHIDI, 2004). Estudos tém sido realizados a
fim de encontrar melhores condi¢Ges para obtenc&o de extratos ricos em compostos
fendlicos. A extragdo convencional utilizando solventes de diferentes polaridades
vem sendo otimizada quando submetida a aplicacédo de ultrassom.

3.6.1 Tipo de solvente

Existem diversas metodologias para a extracdo dos compostos antioxidantes
dos alimentos. Os métodos tradicionais de extracao utilizam solventes de diferentes
polaridades, como agua, etanol, metanol, acetona, éter e hexano (REHMAN; HABIB;
SHAH, 2004). Entretanto, de acordo com Naczk e Shahidi (2004), € muito dificil
desenvolver um procedimento de extracdo apropriado para todos os fendlicos, pois a
solubilidade é afetada pela polaridade dos solventes utilizados. Os autores ressaltam
gue os extratos fendlicos de materiais vegetais sdo constituidos de uma mistura
diversificada de compostos soluveis no sistema solvente utilizado, portanto, o tipo de
solvente e a polaridade podem afetar a transferéncia de elétron e a transferéncia de
atomos de hidrogénio, que sdo aspectos chaves na medida da capacidade
antioxidante.

Menezes et al. (2013), em seus experimentos, abordaram que a agua pura
nao é eficiente para extrair substancias fenolicas e que misturas de solventes
alcodlicos com agua sdo mais eficientes para recuperar fenois, ressaltando que a
mistura de agua e solventes alcoodlicos proporciona um aumento da polaridade do
solvente extrator, possibilitando a obtencdo de maiores teores de compostos
fendlicos. A presenca de outros compostos nas solucdes testadas também pode
afetar os resultados (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). Além disso, o
solvente utilizado bem como o método aplicado influencia no rendimento da extracéo
(MOURE et al., 2001).

3.6.2 Ultrassom

O ultrassom de alta intensidade, ou de poténcia, € uma tecnologia emergente

gue vem sendo utilizada para modificar um processo especifico ou um produto.
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Essas alteracbes sdo possiveis gracas aos efeitos produzidos pelas altas
guantidades de energia transferidas para o meio. Estes efeitos, por sua vez, podem
ser considerados de natureza fisica, quimica ou mecanica (CARRION, 2003) e
permitem a aplicacdo do ultrassom para melhorar diversos processos como limpeza,
secagem, filtracdo, inativacdo de microrganismos e enzimas e a propria extracao.

Dentre os varios mecanismos de atuacao do ultrassom, a cavitacdo é a forma
mais conhecida. Quando as ondas ultrassdnicas sdo propagadas através de um
meio, uma série de compressdes e descompressfes é induzida por meio de
deslocamento molecular. Nos ciclos de compresséao, altas pressdes sao promovidas
no liquido fazendo com que as moléculas se aproximem. J& nos ciclos de
descompressao, zonas de baixa pressdo sédo geradas provocando o afastamento
das moléculas. Se a intensidade do ultrassom é suficientemente alta, é criado um
vacuo durante estes ciclos que supera as forcas atrativas das moléculas do liquido,
como a tensdo superficial, formando entdo bolhas de cavitagdo (MASON;
CORDEMANS, 1996).

O colapso e rompimento das bolhas de cavitacdo liberam quantidade de
energia suficiente para produzir diversos efeitos quimicos e mecanicos. Ao se
chocarem, temperaturas de 4.000 K e pressdes de 100 MPa podem ser alcancadas
devido a uma densidade de colisdo de 1,5 kgf/cm? e gradientes de pressao de 2
TPa/cm. Por outro lado, estes pontos quentes duram aproximadamente 0,1 ps e os
indices de resfriamento sdo de 10'° K/s (MASON; CORDEMANS, 1996).

Outro mecanismo pode ser verificado quando o ultrassom atinge as
proximidades de uma superficie sdélida, onde microcorrentes de liquido sdo formadas
no sentido da bolha, atravessando e atingindo a superficie do sdlido similarmente a
uma corrente de alta pressdo. Isso permite incrementar 0s processos de
transferéncia de massa e energia entre o liquido e o solido (CARRION, 2003).

No caso da aplicacdo em sistemas ricos em solidos, os ciclos sucessivos de
zonas de compressdo e descompressdo produzem uma rapida compressao e
relaxacao dos materiais. Este efeito é analogo ao que € observado por uma esponja
gue € apertada e solta repetidamente. O denominado “efeito esponja” influencia

operacoes interessantes como a transferéncia de matéria em sistemas solido-gas,
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como secagem, ou em sistemas solido-liquido, como por exemplo, desidratacao
osmoética e extragédo de compostos bioativos (GALLEGO-JUAREZ, 1999).

3.7 CAFE

O café destaca-se como o produto agricola de maior relevancia para o Brasil
e, principalmente para o estado de Minas Gerais. A safra de café beneficiado no
pais em 2015 fechou com uma producéo de 43,24 milhdes de sacas de 60 quilos,
representando uma reducao de 5,3% quando comparado com a producao de 45,64
milhGes de sacas obtidas na safra 2014. Tal reducao é justificada pelo ano de
bienalidade negativa, aliado as condi¢bes climaticas durante o ciclo da cultura
(CONAB, 2015)

O cafeeiro (Figura 7) pertence a familia botanica Rubiaceae, que inclui cerca
de 80 espécies. Duas espécies principais de café sdo cultivadas para consumo.
Coffea arabica, conhecido como café arabica, corresponde por aproximadamente
75% da producao global de café e C. canephora, conhecido como café robusta, &
responsavel por aproximadamente 24% da producdo mundial de café (NARITA;
INOUYE, 2014).
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O fruto do cafeeiro atinge o auge da maturacdo no estado “cereja”, quando
apresenta 0 maximo desenvolvimento de todos 0s seus componentes (casca,
mucilagem, pergaminho e sementes), quando a composicdo quimica dos graos
oferece condi¢des para que no processo de torra ocorram todas as reacdes fisico-
guimicas necessarias para a obtencdo de caracteristicas sensoriais desejaveis, com
destaque para aroma, sabor, acidez, amargor, corpo e docgura, satisfazendo as
exigéncias para producdo de cafés de alta qualidade de bebida. Por isso, o estado
cereja € 0 momento em que o fruto expressa o seu potencial maximo de qualidade,
representando o ponto ideal para colheita (GIOMO, 2012).

As operacOes realizadas apdés a colheita incluem o processamento, a
secagem e o beneficiamento, deixando-o em condigbes de ser consumido ou

armazenado.

3.7.1 Tipos de processamento

e \Viaseca

E a forma de preparo predominante no Brasil. Os frutos inteiros (casca,
pergaminho, mucilagem e grdos) sao secados em terreiros ou em secadores
mecéanicos, obtendo-se o café natural, também chamado de café em coco.
Dependendo do tipo de colheita e das condicbes do processamento, os frutos
podem ser separados das impurezas e também separados por estadio de maturacao
em lavadores-separadores. Esse procedimento € necessario para que a secagem
ocorra de maneira uniforme, contribuindo para a melhoria da qualidade do café.
Trata-se do processo que menos afeta a condi¢cdo natural do café, pois todas as
suas partes constituidas sdo mantidas. Além disso, € o processo que menos agride
0 meio ambiente, pois produz poucos residuos sélidos e liquidos, ndo havendo
producao de efluentes com elevado teor de matéria organica como acontece na “via
umida” (BOREM, 2008).

Em algumas regides é comum levar o café da lavoura direto para o terreiro,
sem qualquer tipo de separacdo dos frutos. No entanto, Giomo (2012) ressalta que

isso ndo é recomendado, pois aumenta o risco de perda de qualidade.
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e Via Gmida

Nesse tipo de preparo a casca do fruto é removida mecanicamente, obtendo-
se café em pergaminho. Inicialmente o café da lavoura € encaminhado para
separacéo hidraulica. A separacao é feita por diferenca de densidade. A fracdo mais
leve, constituida pela mistura de frutos secos e chochos, é separada e vai direto
para o terreiro de secagem. A fracdo mais pesada, constituida pela mistura de frutos
cerejas e verdes, segue para o descascador-separador, onde ocorre a separagao
mecanica de frutos verdes. Por possuirem casca mais resistente, os frutos verdes
ndo se rompem sob a acdo do descascador e sdo encaminhados para saidas
laterais do equipamento, enquanto os maduros se rompem, atravessam a peneira
gue reveste o eixo do descascador e sdo encaminhados para o descascador
complementar, onde ocorre a separacéo das cascas (GIOMO, 2012).

De acordo com Giomo (2012), a via umida pode ser conduzida em trés formas
distintas, originando diferentes graos de café:

v' Café descascado: chamado de cereja descascado, onde somente a casca

do fruto € removida, ou seja, o café € submetido a secagem com a
mucilagem aderida ao pergaminho;

v Café desmucilado: corresponde ao café em que a mucilagem
remanescente no pergaminho, apds o descascamento, € removida por
atrito em desmucilador mecénico;

v Café despolpado: a mucilagem é removida por acdo microbiana
(degomagem biolégica). O café é colocado em tanques por periodos de
16 a 36 horas para que haja fermentacdo e degradacdo da mucilagem.

Em seguida é feita a lavagem para remocao dos residuos de mucilagem.

O descascamento dos frutos e a eliminacdo da mucilagem diminuem a
incidéncia de microrganismos e aceleram a secagem, reduzindo custos e impedindo
a ocorréncia de fermentacdes que poderiam afetar negativamente a qualidade do
café. Além disso, ha diminuicdo de até 50% do volume de café a ser manuseado,

melhorando o uso de terreiros, secadores e armazéns (GIOMO, 2012). Entretanto,
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durante o descascamento, grande quantidade de 4gua é usada, resultando em um
efluente com elevado potencial poluidor (BOREM, 2008).

Associada a colheita de frutos maduros, o preparo do café por via Uumida
confere maior potencial para o aprimoramento da qualidade, sendo predominante
nos principais paises produtores de café ardbica da América Central, Africa e
Indonésia (GIOMO, 2012).

A industria cafeeira, sendo a segunda commodity do mundo, é responsavel
por gerar grandes quantidades de residuos, os quais tém sido objeto de estudo

devido a sua composi¢ao quimica.

3.7.2 Subprodutos

O fruto do cafeeiro é formado pelo grdo (endosperma + embrido) que é
envolvido pelo pergaminho ou endocarpo, pela mucilagem ou mesocarpo e,
finalmente, pela casca ou exocarpo (Figura 8a). A polpa € o residuo da despolpa
Umida do café cereja, composta de exocarpo, parte do mesocarpo e feixes
vasculares (Figura 8b). J4 a casca obtida seca difere da polpa devido a presenca do
pergaminho (Figura 8c), uma vez que este, no processamento via Umida, fica
envolto no gréo de café como forma de protecdo (BARCELOS et al., 2002). A polpa
contém de 6 a 8% de mucilagem (PENALOZA et al., 1985). No café arabica
representa entre 39 e 49% do peso fresco no estadio de maturacdo cereja; na
variedade robusta, representa 38% desse peso (ROLZ et al., 1971). Estima-se que,
anualmente, sdo geradas 9,9 milhdes de toneladas de residuos solidos em nivel
mundial (DIAS et. al., 2014). Além de serem utilizados como fertilizantes e fonte
energeética, estes subprodutos tém sido estudados para fins de extracdo de cafeina e
polifendis (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Os componentes organicos presentes na polpa de café incluem taninos, que
correspondem por 1,80-8,56%, substancias pécticas no total de 6,5%, 12,4% de
acucares redutores, 2,0% de acUcares nao redutores, 1,3% de cafeina, 2,6% de
acido clorogénico e 1,6% de acido cafeico (MURTHY; NAIDU, 2012). Este residuo é
constituido ainda por fibra bruta (15,10%), proteina (8,25%) e cinzas (8,12%)
(BOREM, 2008).
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Figura 8 - Composi¢éo da estrutura do grao (a, c) e casca (b) do café.
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Fonte: Borém (2008).

A polpa do fruto do cafeeiro é rica em potassio, nitrogénio e outros nutrientes
e, por isso, 0 aproveitamento agricola como adubac&o organica in natura ou apos
compostagem constitui alternativa interessante, tanto no que se refere a aspectos
econdmicos como ambientais. Ressalta-se que, devido ao alto poder calorifico, as
polpas do fruto do cafeeiro podem ser utilizadas com fins energéticos, inclusive para
o fornecimento de energia a uma instalacdo de secagem de grdos de café. Além
disso, € um excelente substrato para o crescimento de fungos e bactérias e outros
organismos, razao pela qual, quando presente, possibilita a deterioracdo dos graos
de café (MATOS, 2003).

De acordo com Matos (2003), estudos realizados na distribuicdo dos macro
componentes do fruto do cafeeiro, desde o inicio do processamento pos-colheita até
a sua infusdo, permitem constatar que somente 6% da massa do fruto sao
aproveitados na preparacdo da bebida. Os 94% restantes, constituidos por agua e
subprodutos do processo, na maioria dos casos ndo sao recuperados e podem ser

fonte de contaminag¢do do meio ambiente.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO E PREPARACAO DA MATERIA-PRIMA

As cascas de café arabica (Coffea ardbica L.) provenientes de
processamentos via seca e via umida (Figura 9) foram obtidas de produtores locais
da regido de Pocos de Caldas (Minas Gerais), latitude 21°44°19” S e longitude
46°26'23” O, durante a safra de 2015. O material, aproximadamente 3 kg de cada
tipo de cascas, foi encaminhado ao Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA) da UNESP/IBILCE
de S&o José do Rio Preto e armazenado a -18°C.

Figura 9 - Cascas obtidas dos processamentos vias seca (a) e umida (b).

Fonte: Elaborada pelo autor.

As cascas congeladas foram liofilizadas para atingirem o mesmo grau de
umidade, evitando assim a interferéncia dos teores de agua. Para isto, foi utilizado
um liofilizador (modelo L-101, Liotop, Sdo Carlos-SP, Brasil) a uma pressao
aproximada de 200 umHg e temperatura de -50°C.

As cascas liofilizadas foram entdo trituradas com auxilio de um mixer
doméstico e armazenadas em recipientes hermeticamente fechados e protegidos

com papel aluminio, em temperatura ambiente, até seu uso.
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4.2 OBTENCAO DO OLEO VEGETAL E ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados 6leo de soja refinado, sem
adicao de antioxidantes (TBHQ e &cido citrico), e os antioxidantes sintéticos TBHQ e
BHA. O 6leo, em embalagens de 900 mL, e os antioxidantes, na forma de p6, foram

adquiridos diretamente da empresa Triangulo Alimentos, na cidade de Itdpolis-SP.

4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Para preparacdo dos extratos, as amostras de cascas trituradas foram
pesadas em uma balanca analitica (modelo AS200, Ohaus, Florham Park, NJ, EUA)
e colocadas em recipientes de vidro hermeticamente fechados. Para obtengédo dos
extratos, seguiu-se uma propor¢cdo de 1:5 (m/v) dos solventes hidroalcodlicos

utilizados conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis utilizados para codificacdo das variaveis estudadas.

o Niveis
Variaveis
-1,4142 -1 0 1 1,4142
Proporcéo de etanol em agua (%) 41,71 50 70 90 98,28
Tempo de ultrassom (min) 11,71 20 40 60 68,28

Apés a adicdo da solucdo hidroalcoodlica as cascas trituradas, o material foi
agitado a 14.000 rpm por 2 minutos em um ultra-turrax (modelo T25, Ika, Alemanha)
com auxilio de uma sonda modelo S25N (Figura 10). Em seguida, o material foi
inserido em ultrassom (modelo 740D, Ultrasonic Cleaner, Ribeirdo Preto-SP, Brasil)
em banho de gelo por diferentes tempos de aplicacdo conforme Tabela 1.

Posteriormente a aplicacdo do ultrassom, o material foi submetido em uma
centrifuga (modelo 206 MP, Excelsa® Il, Sdo Paulo, Brasil) a 3.500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante (extrato) foi filtrado em papel filtro Whatman n° 4 para
remocao de quaisquer impurezas. O volume do material filtrado foi medido em uma

proveta para avaliar o rendimento de extrato produzido de acordo com a Equacéo 1
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e, em seguida, o extrato foi analisado imediatamente e armazenado em frascos
ambar a -18°C.

Figura 10 - Modelo do ultra-turrax utilizado na obtengao dos extratos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Rendimento (%)= . _v.olume de e~xtraFo ——x100 (Equacéo 1)
volume inicial de solugéo hidroalcodlica

O procedimento de extracdo de compostos antioxidantes foi realizado com
base em um delineamento central composto rotacional 2?> (DCCR), variando os
fatores: tempo de ultrassom (t) e proporcdo de etanol (X). Foi realizado um
planejamento experimental para cada tipo de cascas, onde cada fator variou em 2
niveis (-1;1) com trés repeticdes no ponto central (C), totalizando 11 ensaios (Tabela
2).

Para cada ensaio realizado, obteve-se como resposta: teor de compostos
fendlicos totais, atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH e FRAP, e
rendimento de extrato obtido apos centrifugacéao.

Estabelecidas as melhores condi¢cdes (tempo de ultrassom e proporcédo de
etanol) de obtencdo dos compostos antioxidantes, o extrato constituido pelo maior
teor de compostos fendlicos totais foi rotaevaporado a baixa pressdo a 40°C e

liofilizado para remocéo de todo o solvente. O extrato concentrado foi aplicado ao
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0leo de soja, na concentracdo de 200 mg/kg, baseando-se no teor de compostos
fendlicos totais presentes.

Tabela 2 - Planejamento experimental realizado para ambas as cascas baseado em
um DCCR.

Ensaio Proporc¢éo de etanol Tempo de ultrassom
1 50 (-1) 20 (-1)
2 50 (-1) 60 (1)
3 90 (1) 20 (-1)
4 90 (1) 60 (1)
5 41,71 (-1,4142) 40 (0)
6 98,28 (1,4142) 40 (0)
7 70 (0) 11,71 (-1,4142)
8 70 (0) 68,28 (1,4142)
9(C) 70 (0) 40 (0)
10 (C) 70 (0) 40 (0)
11 (C) 70 (0) 40 (0)

(C) representa as repeticdes no ponto central.

4.4 ESTOCAGEM ACELERADA EM ESTUFA

Foram submetidos ao teste acelerado em estufa os seguintes tratamentos:
Controle (6leo de soja sem adicdo de antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 200
mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC (6leo de soja + 200 mg/kg
compostos fendlicos de extrato de cascas de café), TBHQ + EC (6leo de soja + 100
mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC), e BHA + EC (6leo de soja + 100 mg/kg BHA + 100
mg/kg EC). Os tratamentos foram mantidos em estufa aquecida a 60°C por 20 dias,
utilizando-se béqueres de 100 mL contendo 60 mL de amostra com relacdo
superficie/volume de 0,4/cm. Todas as amostras, em diferentes intervalos de tempo
(0, 5, 10, 15 e 20 dias), foram recolhidas, inertizadas com nitrogénio gasoso e
armazenadas a -18°C para andlises posteriores quanto a estabilidade oxidativa,
indice de peroéxidos, dienos conjugados e retencdo de tocoferéis. Para a analise de

ganho de massa as amostras foram avaliadas diariamente durante 25 dias.
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4.5 METODOS

4.5.1 Andlises nos extratos

e Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado para os diferentes
ensaios por método espectrofotométrico utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. A
metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965) baseia-se na adicdo de 500 pL
de amostra diluida na solucdo de extracdo em 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau.
Juntamente com estas soluc¢fes, adicionou-se 2,0 mL de carbonato de sddio para
alcalinizar a solucdo. Os tubos de ensaio foram colocados em repouso ao abrigo de
luz. Apo6s 2 horas foram efetuadas as leituras a 765 nm.

Para quantificacédo do teor de compostos fendlicos totais, foi construida uma
curva padrao utilizando acido galico (AG) em concentracdes de 0 a 500 mg/L. O
coeficiente de determinacdo da curva analitica foi de R? = 0,9999. Os teores de
compostos fendlicos totais foram expressos em miliequivalentes de AG/g matéria
seca.

Os extratos de cascas obtidas pelos dois processamentos (vias seca e
Uumida) constituidos por maiores quantidades de compostos fendlicos totais foram
submetidos a analise cromatogréfica. O perfil de compostos fendlicos foi identificado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (marca Shimadzu, modelo Prominece,
Japao) com detector de arranjo de diodos e injetor manual conforme método descrito
por Kim et al. (2005). Condicfes de analise: coluna analitica C18 de 250 x 4,6 mm e
particulas de 5 pm; fase mével constituida de 2% de acido acético em agua (v/v)
(solvente A) e metanol (solvente B). O gradiente programado foi: 100-70% A em 30
min, 70-0% A em 10 min e 0-100% A em 10 min. O fluxo foi de 1,2 mL/min e o
volume de injecao de 20 pL. A quantificacdo de cada isbmero foi realizada por
padronizacdo externa com base nas areas dos picos, utilizando os padrées acido
cafeico, acido salicilico, epicatequina e quercetina, detectados em 280 nm e acido
gentisico, acido p-cumarico e catequina, detectados em 320 nm, todos com grau de

pureza acima de 99%. Os compostos fendlicos foram expressos em mg/kg.
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e Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH’

A realizacdo da analise seguiu o0 meétodo proposto por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), onde foi preparada uma solugéo etandlica de DPPH (2,2-
difenil-1-picrihidracil) a 6x10° M e solucdes etandlicas de trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico) que foram utilizadas para a curva padrédo
em concentragdes de 0,19 a 0,93 mM.

No procedimento foram pipetados 100 pL de amostra diluida em 2,9 mL da
solucdo de DPPH em um tubo de ensaio ambar. A absorvancia das amostras foi lida
a 515 nm em espectrofotdbmetro (modelo UV mini-1240, Shimadzu) apds 25 minutos
de reacao.

O coeficiente de determinacéo da curva utilizando as solugdes de trolox foi de
R? = 0,9996. A atividade antioxidante foi expressa em miliequivalentes de trolox/g de

matéria seca.

e Atividade antioxidante pelo método da reducéo do ferro - FRAP

A andlise do poder antioxidante por reducdo do ion férrico foi determinada
segundo metodologia previamente descrita por Benzie e Strain (1996), utilizando-se
uma curva de calibrac&o de solucéo de trolox, em que o coeficiente foi R? = 0,9997.

Em tubos de ensaio foram colocados 90 uyL de extrato, 270 uyL de agua
destilada e 2,7 mL de reagente FRAP (750 mL de tampéo acetato 0,3 M, 75 mL
solucdo TPTZ 10 mM e 75 mL cloreto férrico 20 mM). Homogeneizou-se e colocou-
se em banho-maria a 37°C. As leituras foram efetuadas apos 30 minutos a 595 nm e

os resultados foram expressos em meq trolox/g matéria seca.

4 5.2 Andlises nos 6leos

e Estabilidade oxidativa

A medida da estabilidade oxidativa do Oleo adicionado dos extratos em
diferentes concentracdes foi conduzida conforme método proposto pela AOCS Cd
12-92 (2009), que se baseia na determinacéo da condutividade elétrica dos produtos

volateis de degradacdo utilizando o equipamento Rancimat®. A determinacdo foi
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realizada a 110°C, com fluxo de ar de 20 L/h, utilizando 3 g de amostra e volume de
agua destilada de 60 mL nos frascos contendo os eletrodos. Foram registradas as
curvas de condutividade elétrica x tempo com o decorrer da reacdo e o periodo de

inducgéo foi expresso em horas.

e Indice de peroxidos

O indice de peroxidos refere-se a todas as substancias que oxidam o iodeto
de potéassio (KI), calculado em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de
matéria graxa. Este indice foi determinado segundo a norma da American Oil
Chemists” Society Cd 8-53 da AOCS (2009), através do iodo liberado na reacao do

iodeto de potassio com os peroxidos presentes no oleo.

e Dienos conjugados

A determinacdo de dienos conjugados, presentes na matéria graxa, foi
realizada de acordo com o método Ti la-64 da AOCS (2009). A leitura da
absorbancia foi a 233 nm e o resultado foi expresso como porcentagem de acidos

diendicos conjugados.

e Perfil de tocoferois

A analise cromatografica de tocoferois foi realizada segundo o método AOCS
Ce 8-89 (2009), utilizando cromatografo liqguido de alta eficiéncia (marca Varian,
modelo 210-263, Walnut Creek-CA), equipado com detector de fluorescéncia. De
acordo com as condi¢des da analise, foi utilizada a coluna de silica de 250 x 4,6 mm
com poros de 5 um, fluxo de 1,2 mL/min, comprimento de onda de excitacdo em 290
nm e de emissdo em 330 nm e como fase movel a mistura de 99,5% de n-hexano e
0,5% de isopropanol, todos com grau de pureza para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A identificacdo de tocoferéis foi feita por comparacdo com o
tempo de retencdo dos padrdes marca Sigma grau de pureza 95%. Estes foram
guantificados por padronizacdo externa e os teores de tocoferbis expressos em

termos de mg/kg.
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e Ganho de massa

Na anadlise de ganho de massa, 2,0 g de amostra de cada tratamento foram
pesados em placas de Petri e colocados em estufa a 60°C. A taxa de oxidacdo, em
termos de ganho de massa, foi medida a cada 24 horas num intervalo de 25 dias. O
indice de estabilidade foi definido como o tempo requerido para um aumento de
massa de 0,5% (IQBAL; BHANGER, 2007).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para cada resposta das analises dos extratos, foi construida uma tabela com
os efeitos estimados de cada variavel significativa (a = 0,05), seja variando de forma
linear (L) ou quadratica (Q). Além disso, foi realizada a analise de variancia (ANOVA)
para verificar a preditividade do modelo matematico obtido através do programa
STATISTICA 10 (StatSoft Inc, Tulsa, EUA).

Nas analises dos 0leos, os tratamentos sob estocagem em estufa seguiram
esquema fatorial no delineamento inteiramente casualizado, cujos resultados obtidos
das determinacdes analiticas, em duplicata, foram submetidos a anélise de variancia
e as diferencas entre as médias foram testadas a 95% de confianca pelo teste de

Tukey por meio do programa ASSISTAT 7.7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial antioxidante dos extratos obtidos para os diferentes ensaios foram
avaliados de acordo com o teor de compostos fendlicos totais (FT), atividade
antioxidante pelo método de captura do radical livre (DPPH) e pelo método de
reducéo do ferro (FRAP). Juntamente com estes dados, os resultados obtidos para o
rendimento estado apresentados na Tabela 3.

5.1 ANALISES NOS EXTRATOS

e Rendimentos dos extratos

A Tabela 3 mostra que, embora as cascas provenientes do processamento
via Umida tenham apresentado bons rendimentos, com media de 56,18%, os
maiores rendimentos foram encontrados para as cascas obtidas por via seca, em
gue a meédia obtida foi de 58,54%. Um possivel fator responsavel por tal diferenca é
o0 grau de intumescimento das cascas da via Umida, proporcionando maior
porosidade. Esta propriedade faz com que estas absorvam agua com maior
facilidade do que as cascas da via seca e promovem uma reducdo no volume do
extrato disponivel.

A Tabela 4 mostra os efeitos estimados para a variavel “rendimento” de
extratos de cascas secas. O valor t apresentado na tabela € o valor de variaveis na
equacao. Este valor mede a significancia da correlacdo parcial da variavel refletida
no coeficiente de regressao. Observa-se que a porcentagem de etanol contribuiu
positivamente para o aumento do rendimento de forma linear, enquanto o tempo de
aplicacdo do ultrassom contribui negativamente para o rendimento.

A andlise de variancia para a regressdao dos dados experimentais,
apresentada no Apéndice 1 demonstrou-se significativa e preditiva com Fcac > Fiap
para a regressao e F¢qc < Fiap para falta de ajuste. Dessa forma, a Equacéao 2 prediz
o rendimento em funcdo da propor¢cdo de etanol e tempo de ultrassom com R2 =
0,88124.



Tabela 3 - Respostas obtidas para os diferentes ensaios realizados para as cascas obtidas pelos processamentos via seca e via

Umida, para Rendimento (%), FT (meq AG/g), DPPH (meq trolox/g) e FRAP (meq trolox/g).

Via seca Via imida

=nsaio Rend. FT DPPH FRAP Rend. FT DPPH FRAP
1 56 7,92+0,132 1223+0572 16,14 +0,81° 45 7,17 +0,08° 10,31+0,442 13,09 + 0,65°
2 41 8,85+0,072 13,24+0,622 19,81 +0,76? 49  7,24+0,37° 10,23 +0,372 13,66 + 0,83°
3 68 3,06 +0,06° 4,10 + 0,022 5,84 + 0,342 60  4,01+0,16° 4,13 + 0,042 6,54 + 0,312
4 63 3,82+0,06° 4,68 +0,30° 7,06 + 0,40° 60  4,53+0,26° 5,03 + 0,392 7,51 +0,22°
5 45 9,93+0,122 15,02 +0,35* 22,77 +0,65% 42 7,24+0,07° 9,34 +0,53° 13,35 + 0,14°
6 69 1,82+0,182 3,22 +0,40° 3,62 +0,22° 59  1,71+0,122 2,31 +0,342 2,93 +0,10°
7 67 6,00+ 0,062  9,13+0,22° 11,78 + 0,05° 59  5,92+0,16° 7,47 +0,28° 10,66 + 0,672
8 58 6,35+0,212 10,58 +0,26* 14,83 +0,49° 58 6,19 +0,212 8,09 + 0,37" 10,98 + 0,49"
9 59 6,66 +0,14*> 10,05+0,62* 13,91 +0,15° 62  4,92+0,07° 7,93 +0,68° 11,73 + 0,39°
10 62 7,19+0,16° 11,34+0,15* 15,23 +0,10° 62  6,10+0,23" 8,72 + 0,45" 10,19 + 0,67"
11 56 6,91+0,19° 11,30+0,37* 14,91 +0,41° 62  6,34+0,27° 8,29 + 0,20° 11,52 + 0,47"

Médias 58,54 6,22 9,53 13,26 56,18 5,57 7,44 10,19

Rend.: Rendimento

Letras diferentes para a mesma linha e mesmo tipo de andlise representam diferenca significatva pelo teste de Tukey em intervalo de confianca de 95%

[Ac]
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Tabela 4 - Efeitos estimados para rendimento de extratos de cascas de café obtidas
pelo processamento via seca.

Efeitos Erro t(7) 0
estimados padréo
Média 58,545 1,043 56,108 <0,001
% etanol (L) 16,985 2,447 6,941 0,001
Tempo de ultrassom (L) -8,182 2,447 -3,343 0,010

t(7): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (3)
(L): Linear

Rendimento = 37,00 + 0,42X — 0,20t (Equagéo 2)

Os gréficos para rendimento de extrato das cascas secas foram plotados e
estdo apresentados na Figura 11. Pela figura, evidenciou-se que quanto menor o
tempo de ultrassom e maior porcentagem de etanol no solvente, maiores sdo 0s
rendimentos. O etanol possivelmente tem menor capacidade de adsor¢do na matriz
sélida, ficando mais disponivel no extrato. Por outro lado, o uso do ultrassom
promove a entrada do solvente na estrutura da casca, deixando o solvente menos
disponivel.

O rendimento de extrato a partir das cascas obtidas pelo processamento via
Umida demonstrou que a porcentagem de etanol (X) influencia linearmente e
guadraticamente para o0 rendimento, enquanto o ultrassom (t) apresenta efeito
apenas quadratico (Tabela 5), com R?= 0,9792.

A regressao dos dados experimentais demonstrada no Apéndice 2 indica que

o0 modelo da Equacéo 3 é significativo em um intervalo de confianca de 95%.

Tabela 5 - Efeitos estimados para rendimento de extratos de cascas de café obtidas
pelo processamento via umida.

esEifr?:;%Sos Erro padréo t (6) p
Média 61,999 0,723 85,691 <0,001
% etanol (L) 12,507 0,886 14,114 <0,002
% etanol (Q) -11,998 1,054 -11,376 <0,009
Tempo de ultrassom (Q) -4,000 1,054 -3,792 0,006
t(6): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de varidveis significativas (4)

(L): Linear
(Q): Quadrética

Rendimento = 28,04 +2,21X —0,01X2 —1,77 x10° 2 (Equacao 3)
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Figura 11 - Superficie de resposta (a) e gréfico de contorno (b) para rendimento de
extrato de cascas de café obtidas pelo processamento via seca.
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A Figura 12 confirma os dados obtidos para as cascas Umidas, onde maiores
proporgdes de etanol (75-90%) favorecem o alto rendimento com maior efeito do que
a aplicacdo do ultrassom.

e Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais (FT) foi determinado para os ensaios do
planejamento experimental para ambas as cascas. Para a via Umida, a média dos
teores de fendlicos totais foi de 5,57 meq AG/g de matéria seca, enquanto que 0S
extratos das cascas obtidas via seca apresentaram média de 6,22 meq AG/g matéria
seca. O ensaio da via seca constituido por 41,71% de etanol e submetido ao tempo
de aplicacdo de ultrassom de 40 minutos foi o que apresentou 0 maior teor de
fendlicos totais, 9,93 £ 0,12 meq AG/g de matéria seca, seguido pelos ensaios
realizados com 50% de etanol com aplicacbes de 60 e 20 minutos, em que foram
obtidos 8,85 + 0,07 e 7,92 + 0,13 meq AG/g matéria seca, respectivamente.

Os valores encontrados no presente trabalho estdo préximos aos relatados
em estudo sobre a atividade antioxidante de ervas aromaticas, em que Yoo et al.
(2008) obtiveram altas concentracdes de fendlicos totais para extratos de camomila,
liméo verbena, cha verde e alecrim, cujos valores compreenderam entre 7,69 e 8,44
meq AG/g de amostra. Os resultados encontrados também foram superiores aos
reportados por Sousa et al. (2011) ao estudarem a capacidade antioxidante de
diversos frutos tropicais como goiaba, acerola, abacaxi, graviola, bacuri e cupuacu.
O maior teor de compostos fendlicos totais encontrado foi de 2,47 meq AG/g para
polpa de acerola enquanto que para o bacuri e cupuacu foram encontrados 0,08 e
0,04 meq AG/g. Baggio (2006) também relatou valores aproximados aos do presente
trabalho para os residuos do café, onde o conteudo total de fendlicos variou entre
1,39 e 8,08 meq AG/g de matéria seca.

Em estudo sobre a atividade antioxidante de residuos agroindustriais, Melo et
al. (2011) avaliaram a extracdo utilizando solvente etandlico e aguoso. Neste
trabalho, o extrato etandlico foi mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos
totais, obtendo teores de 3,41 meq AG/g para bagaco de goiaba e valores entre

21,45 e 40,79 meq AG/g para bagacos de uva.
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Figura 12 - Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) para rendimento de
extrato de cascas de café obtidas pelo processamento via umida.
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Souza (2015) relatou que a extracdo de compostos fendlicos assistida por
ultrassom proporcionou obtencéo de um teor de 4,20 meq AG/g de farinha de casca
de maracuja, observando que o sistema metanol/dgua (70:30; v/v) foi o melhor
solvente utilizado na extragéo.

A utilizac&o do ultrassom também foi estudada por Wang et al. (2008) visando
a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos do farelo de trigo em funcdo do
tempo de aplicacdo e composi¢cdo do solvente. Neste trabalho, o maior contetdo de
fendlicos totais (2,99 meq AG/g farelo de trigo) foi encontrado em extrato contendo
60% de etanol submetido a 29 min de extragdo. O menor tempo de extracdo (11
min) resultou em menor quantidade de fendlicos extraidos na mesma condicdo de
solvente, observando, neste caso, que a aplicacdo do ultrassom foi parametro mais
significativo que a proporcao de etanol.

A analise dos efeitos estimados foi realizada para as cascas da via seca
(Tabela 6), onde verificou-se que a proporcdo de etanol e o tempo de ultrassom
influenciaram linearmente e quadraticamente no teor de compostos fendlicos totais
com p < 0,05. Pelo modulo dos valores dos efeitos estimados, observou-se que a

proporcao de etanol teve maior influéncia do que o tempo de ultrassom.

Tabela 6 - Efeitos estimados para teor de compostos fendlicos totais para cascas de
café obtidas pelo processamento via seca.

esfifr(;l;?jsos Erro padréo t (5) p
Média 6,919 0,181 38,105 0,000
% etanol (L) -5,340 0,222 -24,011 0,000
% etanol (Q) -1,085 0,264 -4,102 0,006
Tempo de ultrassom (L) 0,596 0,222 2,683 0,036
Tempo de ultrassom (Q) -0,853 0,264 -3,223 0,018
t(5): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de varidveis significativas (5)

(L): Linear
(Q): Quadrética
A ANOVA do modelo criado a partir das variaveis significativas (Apéndice 3)
demonstrou que o modelo representado na Equacédo 4 é preditivo e pode ser usado
para expressar o teor de compostos fendlicos totais (FT) como uma funcdo da
proporcao de etanol (X) e tempo de aplicacao de ultrassom (t) com R? = 0,99018.
Feito isso, foi possivel plotar as superficies de respostas e grafico de contorno

(Figura 13) para os dados analisados. Verificou-se que quanto menor a propor¢cao
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Figura 13 - Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) para FT para cascas
de café obtidas pelo processamento via seca.
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de etanol (entre 40 e 50%) melhor € o processo de extracao de fendlicos totais. Este
fato pode ser justificado pela diferenca de polaridade dos solventes utilizados (Agua
e etanol), que podem extrair tanto compostos polares como 0s menos polares,
enquanto para tempos de ultrassom entre 30 e 60 min, a extracdo de fendlicos
também é otimizada. A aplicacdo do ultrassom gera zonas de compressao e
descompressao no liquido, promovendo o denominado “efeito esponja” (GALLEGO-
JUAREZ, 1999). Este efeito em menores tempos de ultrassom n&o é suficiente para
induzir a saida dos compostos fendlicos da matriz sélida. J& em tempos maiores que
60 minutos, o processo de cavitacdo provocado pela aplicagdo do ultrassom pode
ocasionar na degradacdo de compostos sensiveis as variacdes de temperatura
causadas pelos pontos quentes, ou hot spots (MASON; CORDEMANS, 1996).

FT=7,31+5,56x10%X —1,36 x 10° X*+ 0,10 t — 1,07 x 103t (Equacéo 4)

A mesma andlise estatistica foi realizada para os extratos obtidos das cascas
processadas pela via umida. Na Tabela 7, verificou-se que, diferentemente dos
extratos das cascas processadas a altas temperaturas, a aplicacéo do ultrassom nao
foi um parametro significativo (p > 0,05). Isso pode ter ocorrido, pois, como as
cascas umidas foram liofilizadas, elas possuem mais sitios ativos para adsorcao da
agua em sua estrutura. Isso aumentou o grau de intumescimento das estruturas,
aumentando assim a viscosidade do meio tratado com ultrassom. Sabe-se que,
guando a viscosidade do meio € alta, menores sdo os efeitos provocados pela
cavitacdo (MASON; LORIMER, 2002).

Tabela 7 - Efeitos estimados para teor de compostos fendlicos totais para cascas de
café obtidas pelo processamento via Umida.

Efeitos Erro t(7)
estimados padréo P
Média 6,024 0,239 25,127 <0,006
% etanol (L) -3,424 0,403 -8,485 <0,002
% etanol (Q) -1,225 0,459 -2,669 0,028
t(7): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (3)

(L): Linear
(Q): Quadrética
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A ANOVA para a regressdo matematica apresentada no Apéndice 4
demonstrou que a Equacao 5 obtida é preditiva com R2 = 0,90817 e pode ser usada
para expressar o teor de compostos fendlicos totais somente em funcdo da

proporcao de etanol.

FT=4,51+0,12X~-1,53x10° X? (Equagéo 5)

Similarmente ao efetuado para a matéria-prima obtida via seca, foram
plotados os graficos de superficie e de contorno (Figura 14), onde também se
verificou maior eficiéncia de extracdo quando a proporcdo de etanol em agua é de
aproximadamente 50%.

Visto que, no presente trabalho, os extratos constituidos por maiores teores
de compostos fendlicos foram obtidos utilizando entre 40 e 50% de etanol e tempo
de aplicacdo do ultrassom de 40 a 60 minutos, procedeu-se a identificacdo dos
compostos fendlicos por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Desta maneira, considerando o rendimento de extrato, teor de compostos fenélicos
totais e atividades antioxidantes, o perfil de compostos fendlicos foi analisado nos
extratos, de ambas as cascas, produzidos por 50% de etanol e submetidos a 40
minutos de ultrassom.

A Tabela 8 apresenta o perfil de compostos fendlicos presentes nos extratos
de maior potencial antioxidante, obtidos a partir das cascas provenientes dos
processamentos vias umida e seca.

Observa-se para ambas as cascas a presenca dos acidos cafeico e gentisico,
e também de epicatequina e catequina. Verifica-se que os compostos fendlicos, com
excecdo do acido cafeico, estdo presentes em maiores quantidades nas cascas
provenientes do processamento via seca, destacando-se o teor de epicatequina
(21,66 mg/kg). Ja& para as cascas obtidas via umida, o composto de maior teor
encontrado foi a catequina (3,86 mg/kg). Para ambas as cascas, a quercetina e 0s
acidos salicilico e p-cumarico ndo foram detectados nos extratos.

No estudo realizado por Pereira (2013), encontrou-se nos extratos de
pimentas malagueta e cumari teores de 14,2 e 16,1 mg/kg de epicatequina, valores
inferiores ao encontrado no presente estudo. Entretanto, neste mesmo estudo, a

pimenta bode apresentou teor de 27,7 mg/kg de &cido salicilico.
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Figura 14 - Superficie de resposta (a) e gréafico de contorno (b) para FT para cascas
de café obtidas pelo processamento via amida.
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Tabela 8 - Perfil de compostos fendlicos (mg/kg) nos extratos vias seca e umida.

Fenodlicos Via seca Via imida
Acido cafeico 1,13 +0,01° 1,20 +0,00°
Acido salicilico nd nd
Epicatequina 21,66 + 2,212 3,53 +0,51°
Quercetina nd nd
Acido gentisico 15,82 + 0,20° 3,16 +0,89"
Acido p-cumérico nd nd
Catequina 4,21 +0,84% 3,86 +£ 0,48

Valores seguidos das mesmas letras minisculas em uma mesma linha nado diferem significativamente
pelo teste t Student em um intervalo de confianca de 95%.
nd: ndo detectado

Ramirez-Martinez (1988) estudou a composi¢cdo de compostos fendlicos na
polpa do café. Para diferentes cultivares o autor encontrou quantidades de acido
clorogénico entre 238 e 876 mg/kg, correspondendo a 42,2% do total de compostos
fendlicos presentes, seguido de epicatequina (21,6%), catequina (2,2%), acido
protocatecuico (1,6%) e acido feralico (1,0%).

O fato de os extratos das cascas tratadas com altas temperaturas
apresentarem teores mais elevados de compostos fendlicos totais do que as obtidas
pelo processamento via Umida deve-se, possivelmente, a ocorréncia da reacéo de
Maillard. Nesta reacdo, os acucares redutores e aminoacidos presentes na casca
reagem entre si formando as melanoidinas, compostos com alta atividade
antioxidante (BUDRYN et al., 2009). Além disso, diferentemente do descascamento
via Umida, no processamento via seca ocorre o desprendimento do pergaminho e da
mucilagem do grdo do café (BOREM, 2008). Estas diferencas entre os componentes

também podem ter contribuido para teores mais elevados nas cascas secas.

e Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante analisada pelo método do sequestro do radical livre
resultou em valor médio de 7,44 meq trolox/g para as cascas obtidas via tmida e de
9,53 meq trolox/g para as obtidas via seca. Similarmente a analise de compostos
fendlicos totais, o maior valor encontrado, 15,02 + 0,35 meq trolox/g, foi para o
extrato obtido com menor propor¢do de etanol (41,71%) e tempo intermediario de
ultrassom (40 min), referente ao ensaio 5. Por outro lado, diferentemente dos

resultados encontrados para o contetdo de fendlicos totais, os extratos obtidos com
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maiores proporgdes de etanol (ensaios 3 e 4) nao difereriam significativamente entre
0S processamentos.

Jin et al. (2016) avaliaram as propriedades antioxidantes de 110 espécies de
cha de ervas e 8 de cha verde. Ao analisarem a atividade antioxidante pelo método
do DPPH, os autores encontraram médias de 90,14 e de 458,03 meq trolox/g peso
seco para cha de ervas e cha verde, respectivamente. Estes resultados levaram os
autores a concluir que os chas de ervas apresentam atividades antioxidantes
inferiores aos chas verdes.

O pergaminho encontrado nos grdos de café, conhecido como pelicula
prateada, foi estudado quanto a sua atividade antioxidante. Narita e Inouye (2012)
avaliaram as condicdes de extracdo utilizando agua subcritica em diferentes
temperaturas (25 a 240°C) e observaram que o aumento da temperatura
proporcionou a extracdo de maiores teores de compostos fendlicos totais. Neste
estudo, os valores encontrados para a atividade antioxidante realizada pelo método
do DPPH variaram de 15,26 a 94,85 meq trolox/g extrato, apresentando a maior
concentracdo nos extratos obtidos a 270°C. Os autores ressaltaram que as
atividades antioxidantes apresentaram alta correlacdo com o conteudo de fendlicos
totais presentes (5,0 a 36,0 meq AG/g matéria seca).

Pode-se observar na Tabela 9 que a proporcdo de etanol influenciou
linearmente e quadraticamente, enquanto que a utilizacdo do ultrassom teve efeito
apenas quadratico na atividade antioxidante dos extratos. Embora o tempo de
ultrassom nédo apresente significancia a 95% de confianca, o valor p € muito préximo
de 0,05. Dessa forma, a influéncia do parametro pode ser considerada significativa,
desde que a ANOVA realizada para a regressdo nao apresente diferenca entre os
dados experimentais e os preditos no intervalo de confianca estabelecido.

A andlise de variancia (Apéndice 5) realizada para o modelo criado demonstra
gue a Equacdo 6 pode ser utilizada para expressar a atividade antioxidante das
cascas de café obtidas via seca, em relacédo a proporcéo de etanol (X) e tempo de

utilizacéo do ultrassom (t) com R2 = 0,97124.

AA =13,69+ 0,09 X —2,18 x 10 X? + 1,85 x 10t (Equacéo 6)
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Tabela 9 - Efeitos estimados para atividade antioxidante representada pelo método
DPPH para cascas de café obtidas pelo processamento via seca.

Efeitos Erro t (6) 0
estimados padréo
Média 10,896 0,453 24,003 0,000
% etanol (L) -8,310 0,555 -14,946 0,000
% etanol (Q) -2,223 0,661 -3,360 0,012
Tempo de ultrassom (Q) -1,484 0,661 -2,243 0,059
t(6): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (4)

(L): Linear
(Q): Quadratica

As superficies de resposta e grafico de contorno (Figura 15) foram plotados.
Pode-se observar que os solventes com proporcdes de etanol entre 40 e 50% foram
0s mais eficientes para a atividade antioxidante. Em relacdo a aplicacdo do
ultrassom, verifica-se que quanto maior o tempo de extragdo maiores foram os
resultados obtidos para a analise de DPPH.

Os efeitos estimados para as cascas obtidas via umida foram analisados e,
diferentemente das cascas provenientes do processamento via seca, 0 tempo de
ultrassom néo representou um parametro significativo (Tabela 10). A atividade

antioxidante teve influéncia linear e quadratica da proporcéo de etanol com p < 0,05.

Tabela 10 - Efeitos estimados para atividade antioxidante representada pelo método
DPPH para cascas de café obtidas pelo processamento via imida.

Efeitos Erro t(7) 0
estimados padréo
Média 8,207 0,211 38,761 0,000
% etanol (L) -5,331 0,356 -14,958 0,000
% etanol (Q) -2,110 0,405 -5,206 0,000
t(7): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (3)

(L): Linear
(Q): Quadrética

A partir das variaveis significativas, a andlise de variancia (Apéndice 6)
demonstrou que o modelo representado pela Equacdo 7 é preditivo e pode ser
utilizado para expressar a capacidade antioxidante das cascas de café obtidas por
via Umida. Com Rz = 0,96909, a equacado foi gerada em funcdo somente da

proporcao de etanol.

AA=461+0,24 X — 2,64 x 103 X? (Equacéo 7)
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Figura 15 - Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) para atividade
antioxidante pelo método DPPH para cascas de café obtidas pelo processamento

via seca.
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A partir das imagens geradas para a superficie de resposta e gréfico de
contorno (Figura 16), pode-se observar claramente que a atividade antioxidante dos
extratos nao teve influéncia do tempo de aplicagdo do ultrassom. Por outro lado,
maiores potenciais antioxidantes foram encontrados nos extratos obtidos com

proporcdes de etanol entre 40 e 50%.

e Atividade antioxidante pelo método da reducéo do ferro - FRAP

O potencial antioxidante avaliado pelo método de reducdo do ion férrico
mostrou-se superior para as cascas provenientes do processamento via seca, Visto
gue foi possivel obter média de 13,26 meq trolox/g matéria seca, enquanto que para
as obtidas por via umida o valor médio foi de 10,19 meq trolox/g matéria seca.
Semelhante ao encontrado para as analises de compostos fendlicos totais e DPPH,
a maior concentracdo para FRAP foi encontrada para o extrato contendo menor
proporcdo de etanol e tempo intermediario de aplicacdo do ultrassom,
correspondente ao ensaio 5 das cascas obtidas via seca.

Em estudo sobre a capacidade antioxidante da casca de maracuja, Cazarin et
al. (2014) encontraram valores entre 8,73 e 9,15 meq trolox/g amostra, para extratos
etandlico e aquoso, respectivamente, os quais correspondem a valores inferiores
aos encontrados para os extratos de cascas de café obtidos com menor proporgéo
de etanol no presente trabalho. O mesmo pode ser observado em estudo relatado
por Contreras-Calderon et al. (2011) ao avaliarem a capacidade antioxidante de
polpa, casca e sementes de 24 frutas colombianas, em que observaram valores
entre 0,88 a 43,75 meq trolox /g matéria seca.

O potencial antioxidante avaliado pelo método FRAP para extratos
metanolicos de manjerona sofreu influéncia do tempo de ultrassom utilizado na
extracdo. Neste estudo, Hossain et al. (2012) obtiveram altas concentracdes
variando entre 136,80 e 170,80 meq trolox/g de matéria seca para 10 min de
aplicacdo. Este sistema proporcionou a obtencdo de extratos com maiores
atividades antioxidantes comparado com a extracdo convencional soélido/liquido
(90,0 mg trolox/g de matéria seca).

Mediante andlise dos efeitos estimados, para as cascas obtidas via seca

(Tabela 11), pode-se observar que os efeitos, tipo de solvente e tempo de ultrassom,
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Figura 16 - Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) para atividade
antioxidante representada pelo método DPPH para cascas de café obtidas pelo

processamento via iumida.
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influenciaram linearmente no poder redutor do ferro, com p < 0,05. Embora a
influéncia quadratica ndo tenha apresentado significancia em intervalo de confianga
de 95% para tempo de ultrassom e proporcao de etanol, pode-se considerar este
parametro significativo desde que o modelo seja preditivo através da analise de

variancia.

Tabela 11 - Efeitos estimados para atividade antioxidante representada pelo método
FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento via seca.

Efeitos Erro t (5) "
estimados padréo

Média 14,683 0,609 24,077 0,000

% etanol (L) -12,533 0,746 -16,781 <0,003

% etanol (Q) -2,007 0,888 -2,258 0,064

Tempo de ultrassom (L) 2,301 0,746 3,080 0,021
Tempo de ultrassom (Q) -1,895 0,888 -2,132 0,076

t(5): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (5)

(L): Linear
(Q): Quadrética

No Apéndice 7 observa-se que a andlise de variancia demonstrou que a
Equacéao 8 a partir das variaveis significativas, é preditiva e pode ser usada para
predizer a capacidade redutora do ion férrico como uma funcédo da proporgéo de

etanol (X) e tempo de aplicacéo de ultrassom (t) com R? = 0,98029.

FRAP =18,23 + 004X — 251x 1073 X? + 0,25t - 2,37 x 10 t? (Equacéo 8)

Através das superficies de respostas e graficos de contorno (Figura 17) é
possivel observar que as menores propor¢cdes de etanol na solucdo extratora (entre
40 e 50%) sdo mais eficientes na atividade antioxidante pelo método FRAP. A
eficiéncia do poder redutor também é maior para utilizacdo de ultrassom entre 40 e
60 min.

Para as cascas provenientes da via Umida (Tabela 12), verificou-se que apenas
a proporcdo de etanol influenciou linearmente e quadraticamente nos efeitos
antioxidantes dos extratos. O tempo de utilizacdo do ultrassom na extracdo de

compostos antioxidantes ndo foi parametro significativo (p > 0,05).
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Figura 17 - Superficie de resposta (a) e gréfico de contorno (b) para atividade
antioxidante pelo método FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento via
seca.
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Tabela 12 - Efeitos estimados para atividade antioxidante representada pelo método
FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento via umida.

Efeitos Erro t(7) b
estimados padréo
Média 11,162 0,282 39,494 0,000
% etanol (L) -6,861 0,475 -14,422 <0,001
% etanol (Q) -2,656 0,541 -4,908 0,001
t(7): Diferenca entre o grau de liberdade total (10) e o nimero de variaveis significativas (3)

(L): Linear
(Q): Quadratica

A ANOVA realizada para as cascas obtidas por via umida (Apéndice 8)
demonstrou que a Equacdo 9 gerada pelo modelo criado é preditiva e pode ser
utilizada para expressar a atividade antioxidante pelo método FRAP, com R? =
0,9667, em funcdo apenas da proporcéo de etanol.

FRAP =6,90 + 0,29X — 3,32 x107° X? (Equacéo 9)

Os gréficos de superficie e de contorno (Figura 18) foram plotados e, assim
como para os extratos de cascas obtidas por via seca, foi possivel observar melhor
atividade antioxidante quando utilizados solventes com menores proporcdes de
etanol (entre 40 e 50%).

De acordo com as analises realizadas, as melhores condi¢cdes de extratos
obtidas para os compostos fendlicos totais foi para o extrato de cascas provenientes
do processamento via seca com 50% de etanol e tempo de aplicacdo em ultrassom
de 40 minutos. Em seguida, o extrato foi rotaevaporado a baixa pressdo (160
mmHgQ) e liofilizado para remocéo do solvente.

O extrato liofilizado foi ressuspenso com etanol e o teor de compostos
fendlicos totais do extrato liofilizado determinado pela metodologia de Singleton e
Rossi (1965), obtendo a concentracédo de 12,94 meq AG/g extrato.

Posteriormente, o extrato foi aplicado ao 6leo de soja na concentracédo de 200
mg/kg de compostos fendlicos totais, e o tratamento com o extrato das cascas (EC)
foi comparado com o 6leo de soja adicionado dos antioxidantes sintéticos TBHQ e
BHA.
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Figura 18 - Superficie de resposta (a) e gréfico de contorno (b) para atividade
antioxidante pelo método FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento via

Umida.
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¢ Relacéo entre andlises

Mediante caracteristicas estruturais presentes nos compostos fendlicos, tém
sido atribuido a estas substancias um alto potencial redutor de radicais livres. As
propriedades antioxidantes do contetdo fendlico nas cascas de café foram
determinadas através de analises especificas como DPPH e FRAP. Diante disso,
para cada tipo de casca, foram gerados graficos demonstrando a correlacao entre o
conteudo total de fendlicos e as metodologias utilizadas para medir a atividade
antioxidante.

Pode-se observar, na Figura 19, que para as cascas provenientes do
processamento via seca, as analises realizadas para as atividades antioxidantes
correlacionaram-se linearmente com o teor de fendlicos totais com r = 0,9890 para a
metodologia do DPPH e r = 0,9917 para FRAP. Este tipo de correlagdo condiz com o
relatado por Dudonné et al. (2009).

O grafico gerado para as cascas obtidas por via Umida apresentou menores
correlacdes entre os métodos, com r = 0,9558 e r = 0,9546 para DPPH e FRAP
respectivamente (Figura 20).

Embora os parametros utilizados para obtencdo dos extratos tenham
apresentado menores efeitos para esta matéria-prima, pode-se considerar também
gue as analises das atividades antioxidantes apresentaram correlacdo significativa
com os teores de fendlicos, visto que quanto maior o conteddo de compostos

fendlicos maiores foram as atividades antioxidantes.

5.2 ANALISES NOS OLEOS

e Estabilidade oxidativa

A analise de variancia para determinacdo da estabilidade oxidativa, utilizando
os valores obtidos ao longo da estocagem acelerada em estufa, esta apresentada no
Apéndice 9. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,05) para tratamentos,
tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interagao, cujos resultados estao representados na Tabela 13.
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Figura 19 - Relacdo entre a andlise do teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) para os extratos de cascas de café obtidas pelo
processamento via seca.
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Figura 20 - Relacao entre a analise do teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) para os extratos de cascas de café obtidas pelo
processamento via umida.
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Tabela 13 - Médias de estabilidade oxidativa (h) das amostras submetidas a estocagem acelerada em estufa.

Tempo de estocagem (dias)

Tratamentos 0 5 10 15 20
Controle 5,91 + 0,065 4,82 +0,01°° 2,96 + 0,03°F 2,37 + 0,15 1,57 +0,13%
BHA 6,37 + 0,06% 5,00 + 0,06°°P 3,49 + 0,09°PF 2,98 + 0,468 2,06 +0,01%
TBHQ 15,53 + 0,06 15,17 + 0,42** 13,76 + 0,03 10,56 + 0,56°* 11,10 + 0,38

EC 6,05 + 0,40% 5,28 + 0,10°°P 4,37 +0,11°¢ 2,93 +0,23% 1,96 + 0,12%¢

BHA + EC 5,77 + 0,08 5,53 + 0,04% 3,64 +0,07°° 2,69 + 0,028 1,83 + 0,019
TBHQ + EC 11,65 + 0,04%® 11,27 +0,33%® 10,13 +0,13"® 10,07 + 0,164 9,29 +0,21°®

Controle (6leo de soja), TBHQ (6leo de soja + 200 mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC (6leo de soja + 200 mg/kg compostos fendlicos de extrato
de cascas de café), BHA + EC (6leo de soja + 100 mg/kg BHA + 100 mg/kg EC), e TBHQ + EC (6leo de soja + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC)

Valores seguidos das mesmas letras mindsculas em uma mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey em um intervalo de confianga de 95%.
Valores seguidos das mesmas letras mailsculas em uma mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey em um intervalo de confianga de 95%.

V.
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A estabilidade oxidativa das amostras submetidas a 60°C em estufa durante 20
dias mostrou que, para todos os tratamentos houve uma redugéo na estabilidade do
O0leo de soja apOs o periodo de aquecimento. O extrato de cascas de café
apresentou comportamento similar ao Controle e ao BHA. No entanto, em relagéo a
estes tratamentos, o antioxidante natural contribuiu para uma melhor estabilidade
em 10 dias de estocagem, visto que o periodo de inducéo foi de 4,37 h para EC e
2,96 e 3,49 h para o controle e BHA, respectivamente, com diferenga significativa.

O TBHQ foi o sintético mais eficiente durante todo o periodo de oxidacado
acelerada. O tratamento TBHQ + EC proporcionou pouca varia¢ao entre os periodos
de inducdo, ndo havendo diferenca significativa entre os tempos 0 e 5 dias e
também entre 10 e 15 dias. Neste tratamento verifica-se efeito sinergistico em 15
dias de estocagem, visto que o0s periodos de inducdo n&o diferiram
significativamente quando o TBHQ foi utilizado na concentragdo 200 mg/kg.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo proximos aos encontrados em
estudo sobre a atividade antioxidante de especiarias. Ravelli (2011) relatou que os
periodos de inducdo do oleo de soja adicionado de extrato de orégano e manjerona,
na concentracdo de 100 mg/kg de fendlicos, foram de 6,80 e 7,20 h,
respectivamente. O autor ressaltou ainda que a adicdo de extratos hidroalcdolicos
de alecrim, sélvia e tomilho ao 6leo de soja ndo proporcionou efeito antioxidante
significativo em relacdo ao controle. Entretanto, neste trabalho também foi relatado
gue o TBHQ foi o antioxidante que proporcionou maior estabilidade ao 6leo de soja

frente a oxidacao catalisada por alta temperatura.

e Indice de peroxidos

Peréxidos séo os principais produtos primarios da oxidacdo, e podem ser
determinados por meio da andalise do indice de peroxidos. Alta quantidade de
perdxidos consiste em baixa estabilidade oxidativa (Yang, 2016).

O Apéndice 10 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo do
indice de peroxidos, utilizando os valores obtidos ao longo da estocagem acelerada
em estufa. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,05) para os tratamentos,
tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interacao, cujos resultados estdo representados na Tabela 14.



Tabela 14 - Médias de indice de peroxidos (meg/kg) das amostras submetidas a estocagem acelerada em estufa.

Tempo de estocagem (dias)

Tratamentos 0 5 10 15 20
Controle 1,20 + 0,29*" 5,94 +0,14% 44,42 + 0,28 65,70 + 0,89 9255 +2,71%
BHA 2,01 +0,28% 6,44 + 0,84% 48,34 + 0,71 65,36 + 0,23 94,97 + 0,14
TBHQ 0,50 + 0,42 1,80 + 0,27%¢ 2,11 + 0,14%*F 2,41 + 0,00%° 3,37 + 0,00
EC 0,90 + 0,14 2,81 + 0,299¢ 23,92 +0,28°° 54,62 + 0,08 74,15 + 0,10
BHA + EC 1,10 + 0,14** 3,81 +0,02% 40,66 + 0,77¢ 61,75 + 0,058 87,54 + 0,14%
TBHQ + EC 0,80 + 0,28°* 1,71 + 0,43 2,31 + 0,14%°F 2,71 +0,14*° 3,51 +0,42%

Controle (6leo de soja), TBHQ (6leo de soja + 200 mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC (6leo de soja + 200 mg/kg compostos fendlicos de extrato

de cascas de café), BHA + EC (6leo de soja + 100 mg/kg BHA + 100 mg/kg EC), e TBHQ + EC (6leo de soja + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC)
Valores seguidos das mesmas letras mindsculas em uma mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de confianca.

Valores seguidos das mesmas letras mailsculas em uma mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey em um intervalo de confianga de 95%.

9,
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Observa-se que houve aumento do indice de peréxidos para todos os
tratamentos durante 20 dias de estocagem. O uso do BHA n&o proporcionou
reducdo na formacdo dos perdéxidos ao 6leo de soja, apresentando indices de
peroxidos maiores que o controle nos tempos 10 e 20 dias de aquecimento.

O extrato de cascas de café proporcionou ao 6leo de soja menor quantidade
de peréxidos formados em relacdo ao tratamento com BHA. Quando utilizados em
conjunto, o EC foi capaz de atuar como sinergista, uma vez que a quantidade de
peroxidos foi inferior & encontrada no tratamento com apenas BHA.

O TBHQ apresentou comportamento similar a analise de estabilidade
oxidativa utilizando o equipamento Rancimat®. Embora a quantidade de peréxidos
formados nédo tenha diferido significativamente entre os tratamentos no tempo 0, o
indice de perdéxidos determinado para o TBHQ foi inferior a todos os outros
tratamentos durante os 20 dias, exceto ao tratamento com o extrato natural em 5
dias de estocagem.

Observa-se também, o efeito sinergistico entre EC e TBHQ. O extrato
apresentou capacidade de reduzir a formacédo dos produtos primarios da oxidacao,
obtendo-se valores nao diferentes significativamente aos encontrados para o
tratamento apenas com o0 antioxidante sintético. A Portaria 482/99 — ANVISA
estabelece o maximo de 10 meqg/kg de indice de perdxidos para o 6leo de soja
refinado (BRASIL, 2005). Dessa maneira, no presente estudo, todos os tratamentos
foram eficientes até o 5° dia, e essa eficiéncia se manteve para os tratamentos
TBHQ e TBHQ + EC ao longo de todo o periodo de estocagem.

Zhang, Li e Wang (2010), avaliaram a estabilidade oxidativa de oleo de
girassol adicionado de extratos de alecrim. Este estudo mostrou que o valor de
peroxidos aumentou de forma linear com o tempo de armazenamento, atingindo o
maximo de 272 meq/kg em 21 dias para o controle. Embora tenha apresentado
valores maiores ao presente trabalho, a taxa de formacéo de peroxidos foi reduzida
para os tratamentos constituidos pelo extrato de alecrim e pelos antioxidantes
sintéticos BHA e TBHQ, os quais obtiveram valores de 75,7, 205,0, e 20,0 meqg/kg

respectivamente, ao final da estocagem.
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e Dienos conjugados

A andlise de variancia para a determinacéo de dienos conjugados ao longo da
estocagem em estufa € apresentada no Apéndice 11. Visto que o teste foi
significativo (p < 0,05) para os tratamentos, tempos de estocagem e sua interagao,
0os resultados obtidos a partir do desdobramento encontram-se na Tabela 15.
Observa-se que, para os tratamentos Controle, BHA, EC e BHA + EC houve
aumento na quantidade de dienos conjugados formados a partir de 5 dias de
estocagem, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos nos tempos 0 e
5 dias. Embora ao final do tratamento em estufa, o tratamento EC tenha obtido
valores semelhantes aos encontrados para o Controle e para o tratamento BHA +
EC, o extrato de cascas de café proporcionou uma reducéo de 45,83% em relacao
ao Controle em 10 dias de estocagem.

O tratamento TBHQ foi o mais eficiente, em que observa-se reducdo de
62,83% de dienos conjugados em relagcdo ao Controle. Este valor condiz com o
encontrado por Silva e Jorge (2012), em que o antioxidante sintético apresentou
65,42% de reducdo dos compostos em relagéo ao Controle. Além disso, a aplicacao
do antioxidante sintético TBHQ com o extrato de cascas de café possibilitou
estabilidade na formacdo dos compostos durante todo o tempo de estocagem,
obtendo-se ao final do periodo uma reducdo de 68,24%. Similarmente ao ocorrido
para o indice de peréxidos, verifica-se o efeito sinergistico entre o extrato natural e o

sintético, visto que ndo houve diferenca entre os tratamentos TBHQ e TBHQ + EC.

e Retencao de tocoferoéis

A determinacdo da concentracdo de antioxidantes nos 6leos, sobretudo, dos
tocoferdis, € uma maneira de monitorar a qualidade do 6leo, visto que sé&o
componentes importantes para a prevencao da oxidacao lipidica.

As andlises de variancia para a determinacdo de a-tocoferol, y-tocoferol, 6-
tocoferol e tocoferdis totais estdo apresentadas nos Apéndices 12a, 12b, 12c e 12d,
respectivamente. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,05) para os efeitos
tratamentos, tempos de estocagem e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interagao, cujos resultados encontram-se na Tabela 16.



Tabela 15 - Médias de dienos conjugados (%) das amostras submetidas a estocagem acelerada em estufa.

Tratamentos

Tempo de estocagem (dias)

0 5 10 15 20

Controle 0,42 + 0,01 0,48 + 0,04 0,96 +0,11”* 0,91 + 0,03 1,48 + 0,05%
BHA 0,39 +0,01* 0,47 +0,02% 0,79 + 0,03°® 1,52 + 0,04 1,77 £ 0,02*
TBHQ 0,41 + 0,01"" 0,40 + 0,02 0,38 + 0,02°° 0,41 + 0,02"¢ 0,55 + 0,01%
EC 0,41 +0,01% 0,38 + 0,04 0,52 + 0,02°¢ 0,86 + 0,03 1,38 + 0,06
BHA + EC 0,41 + 0,02 0,43 +0,01% 0,70 + 0,02°® 0,87 +0,02"® 1,44 +0,02%°
TBHQ + EC 0,42 + 0,04** 0,42 +0,01** 0,41 +0,01%° 0,41 + 0,00 0,47 + 0,01%

Controle (6leo de soja), TBHQ (6leo de soja + 200 mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC (6leo de soja + 200 mg/kg compostos fendlicos de extrato
de cascas de café), BHA + EC (6leo de soja + 100 mg/kg BHA + 100 mg/kg EC), e TBHQ + EC (6leo de soja + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC)

Valores seguidos das mesmas letras mindsculas em uma mesma linha nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey em um intervalo de confianga de 95%.
Valores seguidos das mesmas letras mailsculas em uma mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey em um intervalo de confianga de 95%.

6.
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Tabela 16 - Médias dos teores de tocoferdis (mg/kg) presentes nas amostras
submetidas a estocagem acelerada em estufa.

Tempos de estocagem (dias)

Tratamentos 0 5 10 20
a-tocoferol

Controle 49,40 + 0,00 31,25 +0,21"° 15,75 + 0,07°F nd

BHA 38,80 + 0,14 35,95 + 1,068 16,4 + 0,14°"F Nd
TBHQ 38,40 + 0,14 31,75+ 0,07°° 28,25 + 0,35 27,55 + 0,218
EC 41,95+ 0,21% 35,25 + 0,07*® 22,25 + 0,49 nd

BHA + EC 35,40 + 0,57"° 36,8 +0,14* 17,55 + 0,64°° nd
TBHQ + EC 33,50 + 0,57% 33,75 + 0,215 33,5 +0,28* 30,5 +0,28"
y-tocoferol

Controle 198,65 +0,49** 160,15 +0,78" 134,65 +0,64° 57,15+ 0,927
BHA 167,85+ 0,35°° 162,25 +0,07™ 132,15 +1,06°° 58,6 + 0,57
TBHQ 165,10 + 0,85 153,15 +0,49°®  151,13+0,60* 149,85 +0,07*
EC 189,65 + 0,92%® 163,0 + 0,14 136,8 + 0,578 84,0 +0,71%
BHA + EC 172,50 + 0,42%¢ 156,25 + 0,21"° 130,9 + 0,99 52,55 + 0,35%
TBHQ + EC 157,25 +0,35*  154,8 + 0,57°°° 151,0 + 1,274 146,1 + 0,42%
é-tocoferol

Controle 49,80 + 0,42%" 34,9 + 0,14 34,85 + 0,35"® 28,4 +0,42°°
BHA 41,15 + 0,35% 38,8 +0,71™ 35,05+ 0,21%% 29,75 + 0,49°P
TBHQ 39,95 + 0,49% 36,15 + 0,645 33,7 £0,14°® 32,55 + 0,358
EC 43,75+ 0,21% 37,6 +0,71"8 34,85+ 0,49 31,15 + 0,35%¢
BHA + EC 39,78 + 0,11 37,15+ 0,35"® 33,65 + 0,78® 29,15 +0,78%°
TBHQ + EC 37,85 + 0,42%° 37,4 +1,20%"8 36,10 + 0,42"* 33,7 £0,28%

Tocoferois totais

Controle 297,85 +0,92*  226,3 + 0,85 185,25 +1,06°° 85,55 + 0,49
BHA 247,80 + 0,42%¢ 237,0 +1,84°A 183,6 + 1,41°° 88,35 + 1,06°
TBHQ 243,45 +1,20°° 221,05 + 1,06 213,05 +0,21°®  177,4+0,28%®
EC 275,35 +0,49%® 23585 + 0,92 190,2 + 0,28°®¢ 118,85 +1,20%
BHA + EC 245,05 + 0,64%¢ 232,83 +0,04™® 180,85 + 0,64C 81,7 +1,13%°

TBHQ + EC 226,85 +0,64%°°  226,4 + 1,56*"° 221,9 + 1,132 210,3 + 0,42"*

Controle (6leo de soja), TBHQ (6leo de soja + 200 mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC
(6leo de soja + 200 mg/kg compostos fendlicos de extrato de cascas de café), BHA + EC (6leo de soja +
100 mg/kg BHA + 100 mg/kg EC), e TBHQ + EC (6leo de soja + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC)
Valores seguidos das mesmas letras mindsculas em uma mesma linha nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey em um intervalo de confianca de 95%.

Valores seguidos das mesmas letras mailsculas em uma mesma coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey em um intervalo de confianca de 95%.

Para a-tocoferol, a analise estatistica seguiu o teste t Student a 95% de confianga entre os tratamentos no
tempo 20 dias.

nd: ndo detectado
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Observa-se que os teores dos isomeros de tocoferol foram maiores para o
Controle no tempo 0, seguido do tratamento EC, apresentando reducgéo significativa
ao longo do aguecimento. O isémero B-tocoferol ndo foi detectado pela analise.

Os teores de a-tocoferol e &-tocoferol apresentaram boas retengdes pelo
tratamento TBHQ + EC durante os primeiros 10 dias de estocagem, visto que as
concentracfes nao diferiram significativamente durante o periodo. Apos este tempo,
o TBHQ foi o Unico tratamento que se manteve constante para os trés isébmeros.

Dentre os isbmeros de tocoferol, o mais estavel foi o y-tocoferol protegido
pelo tratamento TBHQ + EC, em que apresentou reducdo de apenas 7,09% em
relacdo ao seu teor inicial. Embora o a-tocoferol tenha apresentado maior
susceptibilidade a oxidacao para o Controle, BHA, EC e BHA + EC, o tratamento EC
+ TBHQ também protegeu efetivamente este isbmero, com reducdo de 8,95% de
sua concentragao inicial.

A aplicagdo de 100 mg/kg de TBHQ com 100 mg/kg de extrato de cascas
proporcionou melhor protecédo a todos os isbmeros comparado ao tratamento onde o
TBHQ foi aplicado na concentracdo de 200 mg/kg. Para os teores de tocoferoéis
totais, verificou-se que o efeito protetor foi mais efetivo para os tratamentos TBHQ +
EC seguido do TBHQ, com reducéo de 7,29 e 27,13%, respectivamente.

Desta maneira, verifica-se que a adicdo do extrato de cascas de café atuou
em sinergia com o antioxidante sintético TBHQ na protecao dos tocoferdéis presentes
no Oleo de soja, e que o y-tocoferol foi o antioxidante mais eficaz em impedir a
degradacéao dos tocoferois.

A atividade antioxidante de cogumelos na oxidac&o acelerada do 6leo de soja
foi estudada por Silva e Jorge (2014). Neste trabalho os autores relataram que o a-
tocoferol foi 0 isbmero menos resistente ao periodo de estocagem. Por outro lado, o
extrato de cogumelo e o antioxidante TBHQ foram eficazes na protecdo dos
isbmeros B, y e d&-tocoferol, permanecendo constantes em todo o tempo de

aguecimento.

e Ganho de massa

A taxa de oxidacdo em termos do ganho de massa foi avaliada por meio de

pesagem direta dos tratamentos a cada 24 horas durante 24 dias. Esta analise é
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empregada para estimar a quantidade de oxigénio adicionada as moléculas
insaturadas da amostra lipidica e também para acompanhar a formacdo de
hidroperdxidos durante a oxidagéo.

O Apéndice 13 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo de
ganho de massa. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,05) para os efeitos
principais e para a interagdo tratamentos x tempo de estocagem. Dessa forma,
procedeu-se ao desdobramento da interacdo, cujos resultados encontram-se no
Apéndice 14.

Na Figura 21 observa-se que o0s tempos requeridos para alcancar 0,5% do
aumento de massa foram de 5 dias para BHA, 12 dias para o controle e EC, 14 e 19
para as misturas de BHA + EC e TBHQ + EC, respectivamente. O antioxidante
TBHQ foi 0 mais eficiente em relacdo a porcentagem de massa adquirida, atingindo
um maximo de 0,37% de ganho de massa em 12 dias de estocagem. O extrato de
cascas de café (EC) contribuiu para um inicio do ganho de massa mais tardio que o
demonstrado pelo antioxidante BHA, assumindo maior ganho de massa em 17 dias,
com 4,01%. Além disso, o EC apresentou um efeito sinergistico tanto com o BHA
guanto com o TBHQ, mostrando, com este ultimo, efeito similar ao adquirido pelo
Oleo de soja adicionado apenas de TBHQ.

O declinio do ganho de massa observado para todos os tratamentos se deve
ao fato de que os produtos priméarios da oxidacdo formados durante o periodo de
estocagem acelerada podem ser degradados em compostos de baixa massa
molecular e também em substancias volateis.

Em estudo do ganho de massa de 6leo de soja adicionado de extratos de
cogumelos sob estocagem a 60°C, Silva e Jorge (2014) constataram a protecéo
contra a oxidacao do Oleo de soja evidenciada pelo extrato de cogumelo do sol, ndo
apresentando aumento significativo da massa até o 15° dia. Neste mesmo trabalho,
a mistura de TBHQ e Shiitake, até o 11° dia de estocagem também néao

proporcionou aumento significativo, atingindo um méaximo de 4,0%.
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Figura 21 - Taxa de oxidagdo em termos de ganho de massa das amostras

submetidas a estocagem acelerada em estufa.
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6 CONCLUSOES

O trabalho realizado permitiu avaliar o potencial antioxidante das cascas de
café obtidas por ambos os processamentos, bem como o efeito da adicao do extrato
das cascas na estabilidade do 6leo de soja quando submetido a estocagem
acelerada em estufa.

Os resultados apontam que maiores quantidades de compostos fendlicos
foram encontradas em extratos hidroalcodlicos constituidos por menores proporcdes
de etanol (40-50%). Maiores atividades antioxidantes tanto para o método do DPPH
como FRAP também foram encontradas para o0s extratos nas mesmas
concentracOes de solvente, observando alta correlacdo entre os compostos fendlicos
presentes e a atividade antioxidante.

A utilizacdo do ultrassom influenciou significativamente na otimizacdo do
processo de extracdo dos compostos fendlicos das cascas provenientes do
processamento via seca. Os extratos constituidos por proporcdes proximas a 50%
de etanol apresentaram maiores potenciais antioxidantes quando submetidos a
tempos de ultrassom entre 40 e 60 min, visto que tempos de extracdo superiores
podem ocasionar na degradacdo de compostos sensiveis.

O rendimento do volume de extrato nao foi influenciado pela aplicacdo de
ultrassom. Por outro lado, maiores proporcdes de etanol possibilitaram melhores
rendimentos. Dessa maneira, 0 extrato das cascas provenientes da via seca,
constituido por 50% de etanol e submetido a 40 minutos de ultrassom, foi aplicado
ao Oleo de soja na concentracédo de 200 mg/kg.

O sintético TBHQ mostrou maior eficiéncia na inibicdo da formacdo de
compostos primarios da oxidacdo lipidica. Entretanto, o EC apresentou alta
estabilidade oxidativa quando aplicado com o antioxidante sintético, ambos nha
concentracdo de 100 mg/kg, proporcionando também menor taxa de oxidacdo em
termos de ganho de massa. Além disso, o extrato das cascas mostrou
comportamento similar ao antioxidante sintético BHA na estabilidade oxidativa
durante os primeiros dias de estocagem. Por outro lado, o tratamento BHA + EC foi
capaz de proporcionar menor ganho de massa em relagcédo ao adquirido pelo 6leo de

soja adicionado somente de BHA.
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O efeito sinergistico também foi observado na retencdo de tocoferdis pelo
tratamento TBHQ + EC, protegendo efetivamente todos os isomeros. Este efeito
proporcionou reduc¢des minimas principalmente no teor do y-tocoferol, o qual
apresentou maior estabilidade durante a estocagem.

Dessa maneira, pode-se concluir que, quando comparado aos antioxidantes
sintéticos, o EC mostrou-se capaz de retardar a oxidacao lipidica, podendo ser
utilizado como alternativa ao sintético BHA. Além disso, o efeito sinergistico entre o
EC e TBHQ possibilitou a redu¢éo da concentracdo do TBHQ a ser aplicado ao 6leo

de soja, contribuindo para uma melhor seguranca a saude.
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APENDICES

Apéndice 1 - Andlise de variancia para rendimento de extrato de cascas de café
obtidas pelo processamento via seca.

Somados Quadrados

Fator GL. Quadrados  Médios Fea Frab
Regressao 2 710,91 355,45
29,68 3,11
Residuo 8 95,80 11,97
Erro puro 2 18,00 9
: 0,69 9,33
Erro por falta de ajuste 6 77,80 12,96
Total 10 806,72

Apéndice 2 - Analise de variancia para rendimento de extrato de cascas de café
obtidas pelo processamento via umida.
Soma dos Quadrados

Fator GL. Quadrados  Médios Fea Frab
Regresséo 3 516,64 172,21
109,65 3,07
Residuo 7 10,99 1,57
Erro puro 2 0,00 0
. 0 9,29
Erro por falta de ajuste 5 10,99 2,19
Total 10 527,63

Apéndice 3 - Andlise de variancia para a regressdao para teor de compostos
fendlicos totais para cascas de café obtidas pelo processamento via seca.
Somados Quadrados

Fator G.L. Quadrados  Médios Feal Ftab
Regressao 4 59,85 14,96
151,24 3,18
Residuo 6 0,59 0,09
Erro puro 2 0,13 0,06
. 0,61 9,24
Erro por falta de ajuste 4 0,45 0,11

Total 10 60,44
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Apéndice 4 - Analise de variancia para a regressao para teor de compostos
fendlicos totais para cascas de café obtidas pelo processamento via Umida.
Somados Quadrados

F L. . F F
ator G Quadrados Médios cal tab
Regressao 2 25,76 12,88
39,55 3,11
Residuo 8 2,60 0,32
Erro puro 2 1,15 0,57
. 2,37 9,33
Erro por falta de ajuste 6 1,45 0,24
Total 10 28,37

Apéndice 5 - Andlise de variancia para a regressao para atividade antioxidante
representada pelo método DPPH para cascas de café obtidas pelo processamento
via seca.

Soma dos Quadrados

Fator GL. Quadrados  Médios Fea Fiab
Regressao 3 146,14 48,71
78,79 4,35
Residuo 7 4,32 0,61
Erro puro 2 1,08 0,54
. 0,83 19,29
Erro por falta de ajuste 5 3,24 0,64
Total 10 150,47

Apéndice 6 - Analise de variancia para a regressao para atividade antioxidante
representada pelo método DPPH para cascas de café obtidas pelo processamento
via Umida.

Soma dos Quadrados

Fator GL. Quadrados  Médios Fea Frab
Regressao 2 63,71 31,85
125,39 4,46
Residuo 8 2,03 0,25
Erro puro 2 0,32 0,16
_ 0,56 19,33
Erro por falta de ajuste 6 1,71 0,28

Total 10 65,75




96

Apéndice 7 - Andlise de variancia para a regressao para atividade antioxidante
representada pelo método FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento
via seca.

Soma dos Quadrados

F L. - F F
ator G Quadrados  Médios cal tab
Regresséo 4 333,09 83,27
74,64 4,53
Residuo 6 6,69 1,11
Erro puro 2 0,94 0,47
_ 0,32 19,25
Erro por falta de ajuste 4 5,74 1,43
Total 10 339,79

Apéndice 8 - Analise de variancia para a regressao para atividade antioxidante
representada pelo método FRAP para cascas de café obtidas pelo processamento
via imida.

Soma dos Quadrados

Fator GL. Quadrados  Médios Fea Frab
Regressao 2 105,04 52,52
116,02 4,46
Residuo 8 3,62 0,45
Erro puro 2 1,39 0,69
. 1,88 19,33
Erro por falta de ajuste 6 2,22 0,37
Total 10 108,66

Apéndice 9 - Analise de variancia para a determinacao da estabilidade oxidativa.

Soma dos Quadrados

Fator de variagéo G.L. Quadrados Médios Feal Ftab
Tratamentos 5 887,34 177,46* 3.791,80 3,70
Tempos 4 132,18 33,04* 706,05 4,01
Tratamentos x Tempos 20 12,78 0,64* 13,66 2,54
Residuo 30 1,40 0,04
Desvio padréo 0,21
Coeficiente de variacao (%) 3,31

*teste significativo (p < 0,05)
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Apéndice 10 - Andlise de variancia para a determinacao de indice de peroxidos.

Fator de variac&o G.L. Somados Quadrados Fea Fiab
quadrados Médios
Tratamentos 5 18.921,33 3.784,27* 10.040,1 3,70
Tempos 4 29.827,68 7.456,92* 19.784,1 4,01
Tratamentos x Tempos 20 14.297,40 714,87* 1.896,6 2,54
Residuo 30 11,3074 0,38
Desvio padrao 0,61
Coeficiente de variacao (%) 2,31

*teste significativo (p < 0,05)

Apéndice 11 - Andlise de variancia para determinacéo de dienos conjugados.
Soma dos Quadrados

Fator de variacao G.L. Quadrados Médios Feal Ftab
Tratamentos 5 2,58 0,51* 520,73 3,70
Tempos 4 4,92 1,23* 1.242,60 4,01
Tratamentos x Tempos 20 2,55 0,12* 128,90 2,54
Residuo 30 0,02 0,00
Desvio padrao 0,03
Coeficiente de variacao (%) 4,53

*teste significativo (p < 0,05)

Apéndice 12a - Analise de variancia para a determinagao de a-tocoferol.

Somados Quadrados

Fator de variagéo G.L. Quadrados Médios Feal Ftab
Tratamentos 5 68,64 13,72* 86,71 4,24
Tempos 2 1875,71 937,85* 5.923,31 6,01
Tratamentos x Tempos 10 822,16 82,21* 519,26 3,50
Residuo 18 2,85 0,15
Desvio padréo 0,39
Coeficiente de variacao (%) 1,24

Analise de variancia entre todos os tratamentos nos tempos 0, 5 e 10 dias.
*teste significativo (p < 0,05)
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Apéndice 12b - Andlise de variancia para a determinacao de y-tocoferol.

Soma dos Quadrados

Fator de variacao G.L. Quadrados Médios Fca Ftap
Tratamentos 5 4.95787 991,6* 2.345 3,90
Tempos 3 47.165,98 15.722,0* 37.175 4,71
Tratamentos X Tempos 15 18.999,88 1266,7* 2.995 2,88
Residuo 24 10,15 0,4
Desvio padréao 0,64
Coeficiente de variacao (%) 0,46
*teste significativo (p < 0,05)
Apéndice 12c - Analise de variancia para a determinacao de §-tocoferol.
Fator de variacao G.L. 53;?:(10088 Qlﬁg{;i)dsos Fca  Fiap
Tratamentos 5 24,02 4,80* 18,5 3,90
Tempos 3 796,03 265,35* 1.021,4 4,71
Tratamentos x Tempos 15 226,82 15,12~ 58,2 2,88
Residuo 24 6,23 0,26
Desvio padrao 0,50
Coeficiente de variacao (%) 1,41
*teste significativo (p < 0,05)
Apéndice 12d - Andlise de variancia para a determinacao de tocoferdis totais.
Fator de variacao G.L. 53;?;;055 Quadrados Médios Fca  Fiap
Tratamentos 7.288,15 1.457* 81,31 3,90
Tempos 112.733,43 37.577* 209 4,71
Tratamentos x Tempos 15 31.712,09 2.114* 117,93 2,88
Residuo 24 430,24 17,92
Desvio padrao 4,23
Coeficiente de variacao (%) 2,10

*teste significativo (p < 0,05)
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Apéndice 13 - Andlise de variancia para a determinacado do ganho de massa.

Fator de variacao G.L. 53;?;’ dooss Qlﬁgg;dsos Fcal Ftab
Tratamentos 5 22,10 4,42* 70,59 3,57
Tempos 5 45,98 9,19* 146,85 3,57
Tratamentos x Tempos 25 36,03 1,44* 23,01 2,33
Residuo 36 2,25 0,06
Desvio padréo 0,25
Coef. de variagéo (%) 28,80

Analise de variancia entre todos os tratamentos nos tempos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias.
*teste significativo (p < 0,05)



Apéndice 14 - Médias do ganho de massa (%) das amostras submetidas a estocagem acelerada em estufa.

Tempo de estocagem (dias)

Tratamentos
3 6 9 12 15 18 21 24

Controle 0,06 +0,01*  0,18+0,08** 0,21 +0,06  053+0,15°® 4,46 + 0,80 1,13 + 0,00°° 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
BHA 0,45+0,03** 0,56 +0,02**  0,61+0,02* 2,71 +0,81™ 3,86 + 0,62 1,92 +0,01% 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
TBHQ 0,05+ 0,00  0,09+0,02** 0,05+0,15 0,37 +0,04*® 0,17 +0,01* 0,33 +0,05% 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
EC 0,21 +0,10  0,09+0,03**  0,37+0,16* 0,44 + 0,10% 2,61 + 0,15 3,67 + 1,04 1,62 +0,00" 0,12 + 0,00
BHA + EC 0,04 +0,01”  0,12+0,00™  0,20+0,01” 0,39 +0,00°® 2,17 +0,13*° 2,11 + 0,01%° 1,19 + 0,02° 0,00 + 0,00
TBHQ+EC  0,04+0,01*  0,04+0,00® 0,05+0,00* 0,17 +0,01* 0,22 +0,00°  0,42+0,01°° 0,00 0,00 0,00 + 0,00

Controle (6leo de soja), TBHQ (6leo de soja + 200 mg/kg TBHQ), BHA (6leo de soja + 200 mg/kg BHA), EC (6leo de soja + 200 mg/kg compostos fenélicos de extrato
de cascas de café), TBHQ + EC (6leo de soja + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg EC), e BHA + EC (6leo de soja + 100 mg/kg BHA + 100 mg/kg EC)

Valores seguidos das mesmas letras mindsculas em uma mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de confianga.
Valores seguidos das mesmas letras mailsculas em uma mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de confianga.
No tempo 21 dias, a analise estatistica seguiu o teste t Student, a 95% de confianga, entre os tratamentos EC e BHA + EC.

00T



A
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp " 4ULI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de S3o José do Rio Preto

TERMO DE REPRODUCAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducédo xerografica do presente Trabalho de Conclusédo, na integra ou em

partes, para fins de pesquisa.

Sao José do RioPreto, 19 [/ 10 / 16

&C’{jé&/w—

Assfnatura do autor




