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E possivel obter proteinas e lipases de casca de café sem e com fermentacio?
Marina Jordao Whittle e Luciana Francisco Fleuri

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, Departamento de Ciéncias Quimicas e Biologicas, Botucatu/SP - CEP 18618-689.

RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar o residuo de café (Coffea arabica) isolado e fermentado
em FES quanto a quantidade de proteinas soluveis totais e atividade enzimatica de lipase. O
residuo de café foi processado e liofilizado, originando o residuo isolado. Para obtencdo do
residuo fermentado, o residuo de café foi utilizado como substrato em FES com o fungo
Aspergillus niger, sendo posteriormente liofilizado e processado, gerando dois residuos
fermentados com diferentes volumes de 4dgua no sistema (A e B). Quanto aos resultados, a
concentracdo de proteinas soluveis totais foi maior no residuo fermentado A (210, 58 mg/g),
seguido do residuo fermentado B (126,49 mg/g), e residuo isolado (35,92 mg/g). Para
atividade enzimatica de lipase, ndo foram obtidos valores que diferem significativamente
entre os tratamentos. Portanto, residuos fermentados de café podem ser considerados mais
promissores para obtengdo de proteinas soluveis totais.

Palavras-chave: Caf¢; Proteinas; Lipases; Aspergillus sp.
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Figura 1 - Esquema das estruturas anatomicas do café contendo composi¢do de macro e
micronutrientes da casca (Brand et al., 2001) e polpa (Ulloa-Rojas et al., 2003). Figura
adaptada de Montico et al. (2021) e (Esquivel et al., 2012).
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1. Introducio

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no Brasil ¢ no mundo em fun¢ao das suas
caracteristicas aromadticas e gustativas, além do seu potencial estimulante (Santos et al.,
2021).

Estima-se que a industria nacional cafeeira atingiu um valor bruto de produgao (VBP)
de quase 56 bilhdes de reais em 2022, ficando atrds apenas das lavouras de soja, milho e
cana-de-agiicar (Consércio Pesquisa Café, 2022). Segundo a Associagdo Brasileira da
Industria de Café (ABIC), o consumo dos graos para a preparacdo da bebida chegou a 21,3
milhdes de sacas (de 60 kg) em 2022, ficando na segunda posi¢ao no ranking mundial de
consumo de café, em que os Estados Unidos se encontram em primeiro lugar. Além disso,
dentre os principais exportadores de café do mundo, o Brasil ¢ responsavel por quase 50%
das exportacdes globais dos graos (ICO, 2021), sendo assim um importante fornecedor no
ambito mundial e de grande importancia econdmica na industria de alimentos.

A planta do café, o cafeeiro (Coffea sp.), pertence a familia Rubiaceae e possui mais
de 100 espécies. Dentre elas, as duas principais cultivadas sdo a Coffea arabica (que da
origem ao café¢ conhecido como ‘“café-arabica”) e a Coffea canephora (precursora do
“café-robusta” ou “conilon”) (Pereira, 2019).

O fruto do café ¢ composto por uma parte mais externa chamada de exocarpo (ou
pele/casca), seguida do mesocarpo (correspondente a polpa/mucilagem), endocarpo
(pergaminho) e endosperma (grao de caf€) (Santos et al., 2021; Duran et al., 2017). Para a
obtencdo do grao de café que ¢ utilizado para a bebida, o fruto pode passar por dois tipos de
processamento conhecidos como via seca e via imida. Adicionalmente, também pode-se ter
uma variante da via imida conhecida como via semiimida, também chamada de semisseca
(Santos et al., 2021; Duran et al., 2017).

Independentemente de qual processo ¢ escolhido, mundialmente s3ao geradas
toneladas de subprodutos do café, como casca, polpa e pergaminho. Estima-se que na colheita
de 2020/2021 o processamento na industria resultou em 11,4 milhdes de toneladas de residuo
de café, sendo em sua grande maioria descartado (Silva, 2021). Dado essa grande quantidade
de rejeito produzido, ¢ vantajoso, comercial, ambientalmente e cientificamente, encontrar
aplicagdes para esses residuos, uma vez que eles podem ser utilizados como matéria-prima
para produtos de interesse das industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.

A casca do café¢ € constituida majoritariamente por carboidratos (35%) e fibras
(30,8%), além de minerais (10,7%), proteinas (5,2%) e polifendis importantes, como os

taninos (Brand et al., 2001). A polpa possui uma composi¢ao semelhante, sendo: 21-32% de
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carboidratos, 7,5-15,0% de proteinas, e 2,0-7,0% de lipidios (Ulloa-Rojas et al., 2003). Com
uma constituicdo organica diversa, os residuos oriundos do processamento do café sdo ricos
principalmente em acidos fendlicos, alcaloides, flavonoides e xantonas, sendo 6tima fonte de
substancias bioativas, como 4acido clorogénico (estimulante do sistema nervoso central,
antioxidante, entre outras propriedades), a cafeina, a quercetina e mangiferina (Silva, 2021) -
todas substancias com propriedades bioldgicas possivelmente interessantes para diferentes
aplicagdes.

Residuos de café sdo interessantes pelo seu alto teor de proteinas, macromoléculas de
valor biologico e econdmico para serem utilizadas na alimentacdo animal ¢ humana, bem
como também pela sua quantidade de lipidios e enzimas lipases (Iriondo-DeHond et al.,
2020).

Por defini¢do, as enzimas lipases, quando encontradas na interface organico-aquosa,
atuam catalisando a hidrolise das ligacdes éster-carboxilato. Porém, quando em condicdes de
baixa umidade, enzimas lipases sdo capazes de catalisar outras reacdes, como a esterificagao
(Barros et al., 2010; Pereira et al., 2003). Por sua alta eficiéncia e versatilidade, as enzimas
lipases apresentam um alto interesse comercial. Podem ser empregadas na industria de
alimentos para o desenvolvimento de aromas e para fabricacdo de oOleos e gorduras; na
industria farmacéutica como biocatalisadores para criagdo de novas moléculas alvo; e na
industria de detergentes (Villeneuve, 2003).

Quanto as proteinas, além de terem um interesse comercial para alimentagdo humana
e animal, também levam a um reaproveitamento do alimento, diminuindo assim seu
desperdicio. O desperdicio de alimentos ndo apenas implica em problematicas econdmicas
para os paises, como também se relaciona com o desperdicio de recursos, como terra, agua e
fertilizantes usados na sua producdo. Ademais, residuos de alimentos podem ser descartados
de forma incorreta, gerando maior poluicao e gases toxicos (Gupta et al., 2019). Com isso, a
obtencdo de proteinas a partir de residuos vegetais pode diminuir esses impactos, além de
terem uma possivel aplicacdo em outros segmentos, como melhorar a qualidade nutricional
de produtos ja existentes na induastria alimenticia (Muniz et al., 2020).

Além disso, os residuos de café também podem ser utilizados como substrato para
fermentagdo em estado sélido (FES), promovendo o crescimento de fungos e obtencdo de
moléculas de interesse. Essa técnica se dd pelo crescimento e metabolismo desses
microrganismos em residuos umidos, porém sem a presenca de dgua livre no sistema. Dentre

os diversos fungos estudados, o Aspergillus niger ¢ bastante utilizado e conhecido por ser



grande produtor da enzima lipase (Falony et al, 2006) e por enriquecimento proteico de meios
de fermentacao (Yafetto, 2018).

A partir dessas premissas, este trabalho visa utilizar os residuos do café¢ de forma
direta (utilizando o residuo processado minimamente) e indireta (a partir da utilizagdo dos
residuos como substrato para fermentacao em estado so6lido com o A. niger), a fim de obter

proteinas e lipases.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao do residuo de café e posterior obtencio do residuo isolado

As cascas de café (Coffea arabica) foram obtidas de uma empresa cafeicultora no
municipio de Sdo Manuel, proximo a cidade de Botucatu (SP). Apos a coleta, o material foi
processado em processador doméstico com a finalidade de diminuir as particulas, e foi
liofilizado a -96 °C por 48 horas a fim de retirar a 4gua do sistema. Apo6s a liofilizagdo, o
material foi novamente processado e, em seguida, foi congelado a -10 °C para ser
posteriormente utilizado nas analises (Okino-Delgado e Fleuri, 2014 com adaptacdes). Este

material foi denominado residuo isolado.

2.2. Fermentacio em estado sélido com residuo de café e obtencao do residuo
fermentado

Com o intuito de usar a casca de café processada como substrato para fermentacdo em
estado solido (FES) para o crescimento fingico, primeiramente foi feita a repicagem do
Aspergillus niger. Para isso, foi utilizado o meio solido agar batata dextrose e A. niger
armazenado sob refrigeracdo no Laboratorio de Bioprocessos do Departamento de Ciéncias
Quimicas e Biologicas do Instituto de Biociéncias (Unesp/Botucatu). O fungo foi raspado
com auxilio de uma alga esterilizada e repicado para tubos de ensaio contendo meio solido
agar batata dextrose inclinado em tubos de ensaio. Apos esse procedimento, os fungos foram
colocados em BOD a 30 °C por 96h para seu crescimento. Para sua preservagao e utilizagao
nos experimentos, foram mantidos nos respectivos tubos de ensaio sob camada de vaselina
esterilizada, e colocados sob refrigeracao a 5 °C.

Para a conducao da FES, realizada como descrito por Athanazio-Heliodoro et al.,
(2018), foram realizados testes quanto a adi¢do de dgua ao substrato (20 g de residuo de café
processado) utilizando diferentes volumes, sendo eles: 10 mL, 15 mL e 20 mL, para que a
partir dos resultados obtidos fossem selecionados os que resultassem nas mais altas

concentracoes/atividades das biomoléculas



Ap6s, foram utilizadas 20 g de casca de café¢ e os volumes de agua selecionados,
separadamente, em reatores Erlenmeyers de 250 mL. Aos reatores foram inoculados o A.
niger ¢ a FES foi conduzida a 30 °C por 5 dias em BOD (Okino-Delgado e Fleuri, 2014).
Posteriormente, o contetido resultante foi congelado, liofilizado e processado novamente em
processador doméstico, para entdo ser mantido congelado a -10 °C até o momento das

analises. Este material foi denominado residuo fermentado.

2.3 Determinacio das analises bioquimicas dos residuos
Foram determinadas as concentragdes de proteinas soluveis totais ¢ da enzima lipase,

tanto no residuo isolado quanto no fermentado.

2.3.1 Proteinas Soluveis Totais

Para essa analise, realizada em tubos de ensaio de plastico, foi pesado 0,2 g de cada
tipo de residuo, aos quais foram acrescentados 5 mL de solu¢do tampao fosfato de potéssio
pH 6,7 0,2 M em cada tubo. Em seguida, as amostras foram agitadas com o auxilio do vortex
para, depois, serem centrifugadas a 9.000 rpm por 10 minutos a 5°C.

Apos esse tempo, foi coletado 0,5 mL do sobrenadante, ¢ a esse volume foi
adicionado 2,5 mL de reativo de Bradford, seguindo a metodologia de mesmo nome
(Bradford, 1976).

Além desses, foram feitos os brancos de cada amostra, que consistiu em 0,5 mL da
amostra centrifugada e 2,5 mL de 4gua; e os brancos de reacdo, compostos por 0,5 mL de
agua e 2,5 mL de reativo Bradford. Todos esses brancos foram deixados em temperatura
ambiente por 15 minutos para, em seguida, serem lidos no espectrofotdmetro 595 nm,
utilizando-se cubeta de plastico.

Para o calculo, foi utilizada a curva padrao construida a partir de diferentes
concentragdes de caseina, sendo assim possivel quantificar a quantidade de proteinas soliveis

totais das amostras, sendo expressa em mg/g.

2.3.2. Atividade de Lipase

Para a determinacao da atividade de lipase (Macedo, Park e Pastore, 1997, modificada
por Athandzio-Heliodoro et al., 2018) foi pesado 0,5 g de cada residuo, aos quais foram
adicionados 3 mL de tampao fosfato de sédio pH 7,0 0,1M e 5 mL de emulsdo. A emulsdo
utilizada consiste na mistura de %4 de azeite de oliva com % de goma arabica (7%) diluida no

mesmo tampdo. Em seguida, os sistemas de reagdo foram incubados em banho de agitacio
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reciproca com 130 opm, a 40 °C por 30 min. Passado esse tempo, foi adicionado 15 mL de
solu¢do paralisadora composta de etanol e acetona (1:1, v:v).

Para o preparo do branco da amostra, foram feitos os mesmos passos anteriormente
descritos, porém a solugdo paralisadora foi adicionada antes da incubagao.

Ja para o branco do reagente, foram misturados 3,5 mL do tampao com 5 mL da
emulsdo. O sistema reacional foi deixado nas mesmas condi¢des descritas para em seguida
ser acrescido de 15 mL da solugdo paralisadora.

Ao fim desses procedimentos, foram acrescentadas 5 gotas do indicador fenolftaleina
em cada Erlenmeyer e foi feita titulagdo com NaOH 0,05 M. Os resultados foram expressos
em quantidade de enzima lipase necessaria para que 1umol de acido graxo fosse liberado por

minuto nas condi¢des de ensaio (U/g).

2.4. Analise de dados
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados obtidos nos
ensaios foram submetidos ao teste de normalidade e/ou a andlise de variancia e teste Tukey

(p>0,05).

3. Resultados e discussao

Em relagdo ao contetido de proteinas soluveis totais, os residuos fermentados com
dois volumes diferentes de agua adicionados aos substratos apresentaram as maiores
concentragdes em relagdo ao residuo isolado (Tabela 1).

Para fins de descricdo, os residuos com 15 mL e 20 mL de dgua foram chamados,
respectivamente, de residuo fermentado A e residuo fermentado B. Quando comparados entre
eles, o residuo fermentado A apresentou os melhores resultados, como pode ser observado na

Tabela 1.
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Tabela 1 - Proteinas soluveis totais nos residuos isolado e fermentados

Residuo Residuo
Analise Residuo Isolado Fermentado A Fermentado B
(15 mL de agua) (20 mL de agua
Proteinas soluveis (mg/g) 35,92a 210,58b 126,49¢
1458625 Tou352,14%

Médias seguidas de letras iguais nas linhas nao diferem significativamente pela ANOVA, complementada pelo teste de
comparagoes multiplas de Tukey no nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

* Aumento em relacio ao residuo isolado

A concentracdo de proteinas soluveis totais foi maior nos residuos fermentados, sendo
210,58 mg/g no residuo fermentado A e 126,49 mg/g no residuo fermentado B, enquanto no
residuo isolado foram obtidos 35,92 mg/g (Tabela 1). Esses resultados representam um
incremento de mais de 500% e 300% quando se considera, respectivamente, os residuos
fermentados A e B em comparagdo com o isolado.

Os dados obtidos foram compativeis com o descrito por Said et al. (2023) que
verificaram um maior teor proteico em residuo de café fermentado, quando comparado ao
residuo isolado, a partir da produgdo de single cell protein (SCP) por A. niger. Em estudo
realizado por Ramirez et al. (2021), grdos de café fermentados por Bacillus clausii também
geraram maiores quantidades de proteinas totais em relagdo aos nao fermentados.

Até o momento, ndo foram encontrados outros estudos que demonstrem a relagdao de
residuos isolado e fermentados de café quanto ao teor de proteinas, empregando a
metodologia de Bradford (1976), como foi realizado no presente trabalho. Apesar disso,
analises feitas com outros residuos vegetais corroboram com os resultados obtidos com o
café, como ¢ o caso de estudo feito por Iyayi e Losel (2001), que obteve maiores quantidades
de proteina em residuo de mandioca fermentado por 4. niger, quando comparado ao residuo
isolado; e em estudo conduzido por Muniz et al (2020) com residuo de goiaba e caju
fermentados com Saccharomyces cerevisiae, obtendo maior valor proteico nos residuos
fermentados.

Além disso, a diferenca na concentragao de proteinas entre os residuos fermentados A
e B pode ser explicada pelo excesso de 4gua no segundo sistema, possivelmente inibindo a
taxa de fornecimento de oxigénio para a superficie das células fungicas, prejudicando seu

crescimento e, consequentemente, a produgao de contetido proteico (Said et al., 2023).
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Quanto a atividade de lipase, foi obtido um maior valor absoluto no residuo isolado
(3,11 U/g), seguido do residuo fermentado A (2,97 U/g) e do B (1,56 U/g), no entanto, ndo

houve diferenca estatisticamente significativa entre os residuos estudados (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade de lipase nos residuos isolado e fermentados

Residuo Residuo
Analise Residuo Isolado Fermentado A Fermentado B
(15 mL de agua) (20 mL de agua
Atividade enzimatica 3.11a 297 1.56a

de lipase (U/g)

Médias seguidas de letras iguais nas linhas nao diferem significativamente pela ANOVA, complementada pelo teste de
comparagoes multiplas de Tukey no nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Em estudo realizado por Okino-Delgado e Fleuri (2014) foi obtida uma atividade de
57,55 U/g em casca de laranja. J& em experimentos realizados por Suyanto et al. (2019) os
autores observaram um aumento na atividade lipase em residuo de polpa de coco fermentado
por A. niger. Também, em andlises feitas por Damaso et al. (2008) com farelo de trigo e
sabugo de milho fermentados por 4. niger, foram obtidas atividades maximas de lipase de
48,6 U/gds e 22,7 U/gds, respectivamente; enquanto em estudo realizado por Cordova et al.
(1998) com residuo de olivas fermentado por Rhizopus rhizopodiformis foi obtida atividade
lipase de 79,6 U/g.

Os resultados de atividade de lipase obtidos no presente estudo mostram-se inferiores
quando comparados a outros residuos vegetais. Pode ser, no caso especialmente da FES, que
o baixo teor de lipidios no residuo de café ndo permitiu a producao de lipases pelo fungo, nas
condigOes testadas.

Além disso, uma vez que as vias de obtencdo do café e seus residuos envolvem
temperaturas elevadas, como a secagem dos frutos em terreiros abertos sob o sol, ou pelo uso
de fornos (Duran et al., 2017), essas condigdes podem levar ao desnaturamento das enzimas

lipases, prejudicando sua obtengao a partir dos residuos.

4. Conclusao
Os residuos de café¢ isolados e fermentados sdo fontes de proteina, uma
macromolécula de alto valor agregado, podendo ser utilizado para alimentagdo animal e

humana ou em outros processos. Além disso, apesar de ter sido detectada atividade de lipase
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no residuo isolado, essa atividade foi inferior as da literatura e a fermentagao nao resultou em

incremento da atividade enzimatica.
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