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RESUMO 
 
TORRES, B. H. C. Degradação de cafeína por lacase de Trametes villosa. 2021. 
80 f. Dissertação de mestrado (Programa de Pós-graduação em Ciência e Tecnologia 
Ambiental) – Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Curitiba, 2021. 
 
O Brasil é o maior exportador de café no mercado mundial e ocupa a segunda posição 
entre os países consumidores da bebida, o que corresponde a um terço da produção 
mundial de café, o que o coloca como maior produtor mundial há mais de 150 anos. 
A cafeína, principal metilxantina encontrada no café, é responsável por efeitos 
estimulantes do sistema nervoso central, e também por efeitos adversos como refluxo, 
aumento da pressão arterial, osteoporose, dores musculares, dentre outros. Devido 
aos efeitos negativos, há um aumento do consumo de café descafeinado, 
estabelecendo o desenvolvimento de diversos métodos para remoção deste 
composto. O método convencional utilizado pela maioria das indústrias envolve o uso 
de solventes, como diclorometano que afeta as características sensoriais do produto, 
além de ser danoso ao meio ambiente. O uso de enzimas no processo de 
descafeinização apresenta uma alternativa viável por ser um processo natural, no qual 
se emprega enzimas de alta atividade, estabilidade e com possibilidade recuperação. 
Neste contexto, a lacase, enzima amplamente encontrada na natureza, produzida via 
fungos, bactérias e plantas, catalisa a oxidação ou a redução de diversos compostos, 
como a cafeína. Neste trabalho foi avaliado a extração da cafeína nos grãos verdes 
de café utilizando água como solvente extrator. Com base no modelo estatístico Box-
Behken avaliou o processo com três variáveis, utilizando a razão soluto/solvente, 
tempo, temperatura e como resposta a concentração de cafeína em mg/g. Através 
ponto ótimo obtido nos extratos para cafeína (37,07± 1,94 mg/g) foram realizadas 
análises de compostos fenólicos totais (36,72 ± 3,84 mg EAG/g) e flavonoides totais 
(9,36 ± 0,8 mg ECAT /g) antes da extração da cafeína. Após a otimização, a 
degradação enzimática da cafeína foi estudada no qual foi desenvolvido um 
planejamento fatorial com duas variáveis independentes: concentração de mediador 
(Ácido 4-hidroxibenzoico) e pH. A lacase produzida pelo fungo Trametes villosa e a 
lacase comercial obtiveram rendimentos de degradação de 100 % sob condições 
semelhantes. A lacase bruta apresentou vantagens econômicas devido ao alto custo 
da lacase comercial, porém, o processo de degradação mais lento foi observado. 
Através da cinética de degradação foi possível observar que a lacase comercial em 
pH 7,0 e concentração de 2 mM de HBA tem capacidade de degradar a cafeína em 
30 minutos de reação.  
 
Palavras-chave: Degradação enzimática; compostos bioativos; cafeína.  
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 
 
TORRES, B. H. C. Caffeine degradation by Trametes villosa laccase. 2021. 80 f. 
Master Thesis (Master in Environmental Science and Technology) – Federal University 
of Technology - Paraná. Curitiba, 2021. 
 
Brazil is the largest coffee exporter in the world market and ranks second among the 
countries that consume the drink, corresponding to one-third of its coffee production, 
which places it as the world's largest producer for over 150 years. Caffeine, the main 
methylxanthine found in coffee, is responsible for stimulating the central nervous 
system and for adverse effects such as reflux, increased blood pressure, osteoporosis, 
and muscle pain. Due to the adverse effects, there is an increase in the consumption 
of decaffeinated coffee, establishing the development of several methods to remove 
this compound. The conventional method used by most industries involves using 
solvents such as dichloromethane, which affects the product's sensory characteristics 
and is harmful to the environment. The use of enzymes in the decaffeination process 
presents a viable alternative. It is a natural process in which enzymes with high activity, 
stability, and the possibility of recovery are used. In this context, laccase, an enzyme 
widely found in nature, produced via fungi, bacteria, and plants, catalyzes the oxidation 
or reduction of several compounds, such as caffeine. In this work, the extraction of 
caffeine in green coffee beans using water as an extracting solvent was evaluated. 
Based on the Box-Behnken statistical model, the process was evaluated with three 
variables, using the solute/solvent ratio, time, temperature, and as a response, the 
caffeine concentration in mg/g. Through the optimum point obtained in the extracts for 
caffeine (37.07 ± 1.94 mg/g), analyzes were performed on total phenolic compounds 
(36.72 ± 3.84 mg EAG/g) and total flavonoids (9.36 ± 0, 8 mg ECAT/g) before caffeine 
extraction. After optimization, the enzymatic degradation of caffeine was studied in 
which a factorial design with two independent variables was developed: mediator 
concentration (4-hydroxybenzoic acid) and pH. The laccase produced by the fungus 
Trametes villosa and the commercial laccase obtained 100% degradation yields under 
similar conditions. Raw laccase presented economic advantages due to the high cost 
of commercial laccase. However, a slight degradation process was observed. Through 
the degradation kinetics, it was possible to observe that the commercial laccase at pH 
7.0 and 2 mM of HBA concentration can degrade caffeine in 30 minutes of reaction. 
 
Keywords: Enzymatic degradation; bioactive compounds; caffeine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O café está entre as bebidas mais consumidas mundialmente. Este produto é 

fundamental para a economia de países como o Brasil que apresentou produção de 

58 milhões de sacas em 2018, o que representa 36% da produção mundial (ICO, 

2018). Diversos compostos como metilxantinas, diterpenos, compostos fenólicos 

podem ser encontrados no café, o que resultam em diferentes atividades biológicas. 

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina), principal metilxantina do café, atua no 

sistema nervoso central, sendo responsável pelas características estimulantes da 

bebida (LUDWIG et al., 2014; NAJAFI; HAMID; AFSHIN, 2003). Entretanto, o excesso 

de cafeína no organismo pode apresentar efeitos negativos, como mudanças agudas 

na pressão arterial (TURNBULL et al., 2017), alteração de alguns fatores que 

influenciam na saúde cardiovascular (ALMEIDA; PEREIRA; MOREIRA, 2013) e 

evidências epidemiológicas relacionadas ao câncer (ARAB, 2010). Além disso, a 

cafeína e os diterpenos podem gerar outros efeitos negativos à saúde, tais como o 

aumento da fração lipídica e modificar a função endotelial (GODOS et al., 2014). 

Devidos aos efeitos negativos gerados pela ingestão excessiva de cafeína há 

um aumento do consumo de café descafeinado, preconizando o desenvolvimento de 

diversos métodos para remoção deste alcaloide (RAMALAKSHMI; RAGHAVAN, 

1999). Entre os procedimentos convencionais de descafeinação se destacam os 

seguintes solventes: água, acetato de etila, CO2 supercrítico ou líquido e cloreto de 

metileno (ICO, 2009). Entretanto, a remoção de compostos por solventes orgânicos 

vem sendo substituída por solventes menos agressivos ao meio ambiente. Além disso, 

esses solventes podem extrair compostos que são interessantes para as 

características sensoriais do café, o que pode influenciar na qualidade do produto.  

No ponto de vista ecológico, fungos basidiomicetos como o Trametes villosa 

desempenham uma importante função na produção de enzimas lignolíticas como a 

lacase (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigene-redutase), obtendo-se um conjunto de 

enzimas pertencentes à família das multicopper blue oxidases. Essas enzimas 

apresentam como função catalisar a oxidação ou a redução de diversos compostos, 

incluindo a cafeína. O meio de degradação de compostos recalcitrantes realizada por 

fungos da podridão branca compreende as enzimas do grupo fenoloxidases, como a 

lignina peroxidases (LiPss), manganês peroxidase (MnPs) e lacases. Cada fungo 

apresenta uma diferente habilidade de degradação desses compostos em razão de 
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propriedades individuais qualitativas e quantitativas de suas enzimas (KAMIDA et al., 

2005).   

Deste modo, novas técnicas de descafeinação são necessárias visando o 

meio ambiente, saúde humana e custo de aplicação do processo. O objetivo desta 

pesquisa foi aplicar a lacase na degradação de cafeína como um eficiente 

biocatalisador através de um método simples e eficaz. Variáveis como temperatura, 

tempo de reação, pH, agitação e concentração do mediador sobre a atividade 

enzimática foram estudados. A estabilidade operacional e os parâmetros cinéticos 

também foram avaliados visando as melhores condições para degradar a cafeína.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial de degradação da cafeína através da enzima lacase. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Determinar as melhores condições para extração de compostos bioativos do 

café; 

• Otimizar a extração da cafeína dos grãos verdes de café através do 

planejamento fatorial Box-Behnken; 

• Avaliar a concentração de compostos fenólicos totais e flavonoides totais após 

a extração da cafeína; 

• Produzir as lacases através do cultivo do fungo Trametes villosa; 

• Determinar as melhores condições cromatográficas para análise do perfil e 

concentrações de cafeína; 

• Otimizar a degradação da cafeína por meio de delineamento fatorial.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

3.1  Café 

3.1.1  A produção do café 

 

Em todas as partes do mundo o consumo de café está crescendo anualmente, 

onde há investimentos governamentais e privados em pesquisas sobre este fruto, 

tendo como objetivo melhorar a qualidade das sementes e bebidas, bem como a 

ampliação do mercado e surgimento de novas cafeterias (EUROMONITOR 

INTERNATIONAL, 2015). De acordo com a Organização Internacional do Café (ICO), 

os maiores produtores e exportadores mundiais do café são o Brasil, em primeiro 

lugar, com 58 milhões de sacas, compreendendo 36% do total produzido; seguido do 

Vietnã, segundo lugar, com 29,5 milhões de sacas, com 18% da produção global; 

Colômbia, em terceiro, com 14 milhões de sacas, sendo 9% da produção mundial; 

Indonésia, quarto, com 12 milhões de sacas, com 8% da produção mundial e 

Honduras na sequência com 8,3 milhões de sacas, apresentando cerca de 5% da 

produção mundial (ICO, 2018).  

O Brasil aumentou suas exportações em 24,2% em julho de 2018, passando 

a 2,33 milhões de sacas. Os 10 primeiros meses de 2017 e 2018 cerca de 4% a menos 

foram exportados pelo Brasil do que períodos de outubro de 2016 a julho de 2017. 

Devido à greve nacional de caminhoneiros que ocorreu em maio de 2018, o total 

exportado neste mês foi muito menor do que em anos anteriores. Porém houve uma 

recuperação nos meses seguintes, atingindo 4,9 milhões de sacas, que corresponde 

a 19,9% acima que 2017 e 10,3% acima que 2016. O Vietnã aumentou em 20,7% 

suas exportações de julho de 2017 até julho de 2018. O progresso das exportações 

do Vietnã está relacionado ao aumento da produção estimado em 15,5% para 29,5 

milhões de sacas em 2017/18. Por usa vez, a Colômbia teve um crescimento de 7,5% 

em julho de 2018, chegando a 1,08 milhão de sacas, porém o total exportado pelo 

país no período de outubro de 2017 a julho de 2018 foi 5,4 % menor (ICO, 2018). A 

Figura 1 apresenta os maiores exportadores mundiais de café no mês de julho entre 

os anos de 2014 e 2018.  
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Figura 1- Exportações de café no mês de julho. 

 

Fonte: ICO (2018). 

 

Em relação à produção de café no Brasil, a classificação dos 6 maiores 

estados produtores em 2018, em ordem decrescente Minas Gerais (30,7 milhões de 

sacas, 53% da população), Espirito Santo em segundo (12,81 milhões de sacas, 22% 

da produção); São Paulo (6,07 milhões de sacas,10% da produção), Bahia (4,50 

milhões de sacas, 8%), Rondônia (2,19 milhões de sacas,4%) e Paraná (1,05 milhões 

de sacas, 2% da produção) foram os principais estados produtores de café em 2018 

(ICO, 2018).  

A produtividade total para o ano de 2018 (Figuras 2 e 3) está prevista com um 

aumento entre 28,41 e 30,54 sacas por hectare, o que representa um acréscimo de 

17,7% a 26,5% comparado com a safra anterior. A espécie arábica é mais afetada 

pelo ciclo bienal, característica natural causada pelo esgotamento da planta, sendo 

que no ano negativo ela se recupera para melhorar a produção do próximo ano. Em 

alguns estados ocorrem algumas exceções, como o Paraná, onde o inverno rigoroso 

de 2013 inverteu seu ciclo bienal (CONAB, 2018).  
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Figura 2- Produtividade de café arábica no Brasil. 

 

Fonte: CONAB (2018). 

 

A espécie conilon é mais resistente a pragas, suporta temperaturas mais 

elevadas e deficiência hídrica. Além disso, apresenta maior produtividade (Figura 3). 

 

Figura 3- Produtividade de café conilon no Brasil. 

 

Fonte: CONAB (2018). 

 

A alta produtividade de café no Brasil implica no maior consumo da bebida. O 

café normalmente consumido como uma bebida quente ou gelada, sendo muito 

apreciado por seu sabor e aroma. Essas bebidas apresentam propriedades 

interessantes devido a sua composição. Esses aspectos serão abordados nos 

próximos tópicos. 

 

3.1.2  A composição do café 

 

Os compostos bioativos encontrados no café são os principais responsáveis 

por determinadas características da bebida. A Tabela 1 apresenta as principais 

características sensoriais do café descritas pela literatura, bem como os compostos 

relacionados a tais atributos. 
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Tabela 1- Características sensoriais do café; todo sabor do café está relacionado aos sentidos, 
principalmente o paladar e o olfato, geralmente ambos funcionam em conjunto quando se trata 

de degustar o café. 

Compostos Característica    
sensorial 

Referência 

Ácido Clorogênico Adstringência, amargor e 
acidez. 

FARAH, 2012; SALVA; 
LIMA, 2007. 

Cafeína Amargor MARTINEZ et al., 2014; 
ESTEBAN-DÍEZ; 

GONZÁLEZ-SÁIZ, 2004; 

Carboidratos Corpo, amargor, espuma BELCHIOR et al., 2017; 
PIAZZA; GIGLI; 

BULBARELLO, 2008; 

Lipídios Corpo, amargor, aroma, 
espuma 

ESTEBAN-DÍEZ; 
GONZÁLEZ-SÁIZ, 2004; 

MARQUETTI, 2014; 
PIAZZA; GIGLI; 

BULBARELLO, 2008; 
IVAMOTO et al., 2017; 

 
Proteína Corpo, espuma ESTEBAN-DÍEZ; 

GONZÁLEZ-SÁIZ, 2004; 
PIAZZA; GIGLI; 

BULBARELLO, 2008; 

Trigonelina Amargor, aroma FARAH, 2012; 
MONTEIRO; TRUGO, 

2005; 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Estudos sobre o consumo do café e estresse oxidativo têm referido que o 

consumo regular do café está relacionado com aumento dos níveis de glutationa e a 

melhoria da proteção contra danos no DNA (MARTINI et al., 2016). Outros estudos 

relacionados ao café têm demonstrado efeitos benéficos como a redução dos riscos 

de desenvolvimento de derrame e certos tipos de câncer, redução do risco de 

Parkinson e demência e o aumento na concentração e memória devido à grande 

variedade de compostos protetores presente nos grãos de café (SAGON; AARP, 

2013). Pode-se relacionar o aroma do café à composição química das sementes 

(Tabela 1). Durante o processo de torrefação ocorrem várias modificações químicas 

nesses compostos, provocando uma grande diversidade de compostos voláteis. 

Contudo, existem condições que podem afetar a composição química das sementes, 

como o solo, clima, espécies e cultivares de café, tipo de mistura, processamento pós-

colheita, tipo de torrefação e armazenamento (TOLEDO et al., 2016). 
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3.1.3 Classificação do café 

 

A classificação do café ocorre uma etapa antes do processo de torrefação, 

onde são avaliados diferentes parâmetros de qualidade, incluindo impurezas, 

tamanho, cor, aroma e sabor. Esta etapa é realizada por meio da classificação do 

produto, que acontece antes do armazenamento do café (THOMAZIELLO, 2014).  

A classificação do café ocorre com critérios em três diferentes categorias: tipo 

ou quantidade de defeitos, características da qualidade do produto e pelo tipo de 

bebida que apresenta (THOMAZIELLO, 2014). 

 

Tabela 2- Classificação do tipo de café em relação a quantidade de defeitos. 

Tipo de café Quantidade de defeitos (300g) 

Café tipo 2 4 
Café tipo 3 5 a 12 
Café tipo 4 13 a 26 
Café tipo 5 27 a 46 
Café tipo 6 47 a 86 
Café tipo 7 87 a 160 
Café tipo 8 341 a 360 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A classificação quanto ao tipo de café é feita com uma amostra de 300 g, 

onde, são atribuídos valores de 2 a 8 de acordo com a Tabela 2. Os números indicam 

a quantidade de defeitos presentes na amostra, onde será classificado conforme este 

valor.  Os tipos 2 e 3 apresentam melhor qualidade, já os tipos 6, 7 e 8 são de 

qualidade inferior. É necessário realizar um fracionamento e uma composta das sacas 

para depois misturar essas frações e a partir delas coletar a amostra de 300 g para a 

classificação do tipo de café (THOMAZIELLO, 2014).  

 

3.2 Compostos bioativos 

 

Compostos bioativos são compostos que apresentam atividade biológica em 

um organismo vivo, tecido ou célula. Dentre eles, se destacam os compostos 

fenólicos, os quais são encontrados nas plantas, uma vez que são metabólitos 

secundários produzidos frente a adversidades como clima, qualidade do solo, excesso 

de radiação ultravioleta, etc. Dessa forma, estes compostos estão presentes em 

alimentos e bebidas de origem vegetal, tais como chá preto, vinho tinto maturado, 
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café, cacau (CROZIER; JAGANATH; CLIFFOR, 2009), nozes, frutas cítricas, romã, 

vinho tinto, uva e mirtilo (DEL RIO et al., 2013). 

Em aspectos semelhantes sobre o café na saúde a capacidade antioxidante 

e o alto consumo são relacionados com maior frequência. No café, os compostos 

biaotivos são representados por compostos antioxidantes, que incluem compostos 

fenólicos (ácidos hidroxicinâmicos, como os ácidos cafeico, ferúlico, cumarico e 

clorogênico), compostos aromáticos, melanoidinas (produzidas pela reação de 

Maillard) e a cafeína (LIMA et al., 2010; PASTORIZA; RUFIÁN-HENARES, 2014). 

Os compostos fenólicos apresentam características antioxidantes, que 

refletem na sua capacidade de reduzir a atividade de radicais livres. Os radicais livres 

estão presentes no organismo desempenhando importantes processos metabólicos. 

Diversos fatores como estresse, excesso de alimentos industrializados, exposição à 

poluição, consumo de nicotina contribuem com o aumento da quantidade de radicais 

livres no organismo. Entretanto, o excesso desses compostos afeta o sistema 

biológico por meio de reações como peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e 

danos ao material genético. Deste modo, os radicais livres estão associados a 

doenças como câncer, aterosclerose, diabetes, cardiovasculares e degenerativas 

como o Alzheimer (XAVIER, 2017).  

A partir do café verde, café torrado e café solúvel é possível realizar a extração 

de compostos fenólicos de diferentes classes. Os processos de extração mais 

comumente utilizados incluem a extração sólido-líquida contínua (Soxhlet) ou a 

descontínua através do uso de solventes orgânicos, dentre eles etanol, metanol, 

isopropanol ou acetona. Apesar do uso de solventes para extração de compostos 

fenólicos ser bastante utilizado, os compostos químicos presentes podem provocar 

algumas desvantagens, nas quais a redução ou perda de certos compostos ativos em 

virtude de processos que acontecem como a ionização, hidrólise ou oxidação no 

decorrer da extração (UPADHYAY; RAMALAKSHMI; RAO, 2012). 

Mussato et al. (2011) trabalharam com a extração de compostos fenólicos 

antioxidantes de grãos de café utilizando a técnica sólido-líquido e como solvente 

orgânico o metanol. Os resultados obtidos pelos autores demonstraram ser um 

método eficiente na extração de compostos fenólicos antioxidantes, porém a extração 

de flavonóides, compostos fenólicos totais e ácidos clorogênicos foram acometidos 

pela concentração de metanol, relação solvente/sólido e tempo de extração utilizado. 

Apesar de o metanol ser amplamente utilizado nesses processos, a sua característica 
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tóxica levanta questões importantes, principalmente quando objetivo final dos 

compostos extraídos utilizando o metanol é o emprego em alimentos e indústrias 

farmacêuticas. 

 

3.2.1 Cafeína 

 

A cafeína (1,3,7N-trimetilxantina) (Figura 4) é um alcaloide de purina com uma 

vasta ocorrência em diversas plantas, tais como:  café, chá, mate, nozes de cola, 

cacau e guaraná (BORTOLINI et al., 2019; LUDWIG et al., 2014; NAJAFI; HAMID; 

AFSHIN, 2003). De acordo com Raut et al. (2013) a cafeína apresenta ação 

quimioprotetora nas plantas, agindo como inseticida, inibidor de fungos e bactérias. 

Em bebidas como café, chá e erva mate, a cafeína está relacionada ao sabor amargo. 

A cafeína atua no sistema nervoso central e tem, portanto, propriedades estimulantes, 

sendo absorvida de maneira muito rápida, em aproximadamente 60 minutos após seu 

consumo (LANG et al.,2013).  

 

Figura 4- Estrutura química da cafeína. 

 

Fonte: Farah (2012). 

 

As quantidades de cafeína entre as espécies de café variam, como exemplo 

C. canephora (1,5 – 2,5 g/100 da matéria seca (MS) em sementes verdes) e C. arabica 

(0,9–1,3 g/100 da MS em sementes) devido às condições genéticas e ambientais 

(FARAH, 2012). Além disso, efeitos como altitude, sombra e processamento pós-

colheita influenciam a quantidade de cafeína e outros compostos bioquímicos na 

qualidade de grãos verdes de café arábica (WORKU et al., 2018). A Tabela 3 

apresenta diferentes formas de verificar o teor de cafeína em diferentes amostras. 
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Tabela 3- Métodos de análise adotados para verificar o teor de cafeína entre diferentes tipos de 
café em regiões diversificadas. 

Espécies 
Pais de 
origem 

Método de 
extração 

Amostra 
Cafeína 
(mg/g) 

Literatura 

Robusta Vietnam Infusão 
Grãos 
verdes 

74,3 (Jeszka-Skowron et al., 2016) 

      

Robusta Indonésia Infusão 
Grãos 
verdes 

81,7 (Jeszka-Skowron et al., 2016) 

      

Arábica Brasil Infusão 
Grãos 
verdes 

36,2 (Jeszka-Skowron et al., 2016) 

      

Arábica Laos Infusão 
Grãos 
verdes 

38,5 (Jeszka-Skowron et al., 2016) 

      

Arábica China Infusão 
Grãos 
verdes 

34,1 (Jeszka-Skowron et al., 2016) 

      

Arábica Etiópia Clorofórmio 
Grãos 
verdes 

35,6 (Asfew; Dekebo, 2019) 

      

Arábica Brazil 
Metanol/água 

(70:30 v/v) 
Grãos 
verdes 

12,74 (De Luca et al., 2018) 

      

Arábica Costa Rica 
Metanol/água 

(70:30 v/v) 
Grãos 
verdes 

44,69 (De Luca et al., 2018) 

      

Arábica Kenya 
Metanol/água 

(70:30 v/v) 
Grãos 
verdes 

25,52 (De Luca et al., 2018) 

      

Arábica México 
Metanol/água 

(70:30 v/v) 
Grãos 
verdes 

36,91 (De Luca et al., 2018) 

      

Robusta Vietnam 
Metanol/água 

(70:30 v/v) 
Grãos 
verdes 

61,53 (De Luca et al., 2018) 

      

Robusta Índia Infusão 
Café em 

pó 
23,2 (Macheiner et al., 2019) 

      

Arábica Brasil Infusão 
Café em 

pó 
13,2 (Macheiner et al., 2019) 

      

Arábica Guatemala Infusão 
Grãos 
verdes 

14,2 (Macheiner et al., 2019) 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

O consumo da cafeína apresenta muitos benefícios, como mencionado 

anteriormente. Porém, estudos relacionados a sintomas menos conhecidos indicam 

que ela pode apresentar efeitos negativos (Figura 5) para pessoas com pressão alta, 

diabetes e osteoporose. A cafeína também pode interagir mal com certos 

medicamentos comuns, agravando alguns sintomas como insônia, ansiedade e azia. 

A maioria dos especialistas em saúde indica um consumo máximo diário de cafeína 
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de 300 mg, sendo considerada uma dose segura e moderada para o dia a dia 

(SAGON; AARP, 2013). 

 

Figura 5- Efeitos negativos da cafeína no corpo humano devido ao excesso e uso moderado a 
longo prazo. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A biossíntese da cafeína apresenta três vias possíveis, a começar da xantina 

ou xantosina (HUANG et al., 2016). Na espécie C. arabica, a principal via começa com 

a xantosina (nucleosídeo xantina) sofrendo três N metilações ordenadas nas posições 

7, 3 e 1. A metilação da xantosina 7 ocorre através da N-metiltransferase (NMT) 

dependente da S-adenosilmetionina (SAM) que é um cofator enzimático ao mesmo 

tempo que a metilação nas posições 3 e 1 podem ser catalisadas por uma única 

proteína com dupla atividade ou por enzimas individuais. A biossíntese pode ser 

explicada pela Figura 6. A participação de uma ou duas enzimas nas últimas reações 

depende de diversas condições, tais como: tecido, desenvolvimento e ambiente, de 

maneira independente a metilação -3 resultarão na formação de teobromina, este 

alcaloide precede a da cafeína (DENOEUD et al., 2014; JIN et al., 2014; MIZUNO et 

al., 2003). 
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Figura 6- Processos que ocorrem nas vias de síntese da planta (A) e na degradação da cafeína 
no corpo humano (B). 

 

Fonte: Oliveira (2007). 

 

3.2.2  Ácidos Clorogênicos 

 

O ácido clorogênico integra um grupo de ésteres constituídos de ácidos 

transcinâmicos, dentre eles o ácido cafeico, ácido ferúlico e ácido quinico são os 

principais (Figura 7). Outros compostos, incluindo os ácidos cafeoilquínicos (CQA) e 

os ácidos feruloilquínicos (FQA), nos quais podem ser identificados em diversas 

formas isoméricas, são formas resultantes de ácidos clorogênicos. O principal isômero 

e mais frequentemente encontrado no ácido clorogênico é o ácido 5-O-cafeoilquínico 

(CANO-MARQUINA; TARÍN; CANO, 2013).  

Os compostos fenólicos mais abundantes no café são os ácidos fenólicos. O 

principal ácido fenólico do café é o ácido cafeico, que por sua vez, não apresenta 

relação com a cafeína. O ácido cafeico pode ser convertido em ácido ferúlico, outro 

tipo de ácido fenólico pela intervenção da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT). 

Nas duas situações os compostos são capazes de gerar uma ligação éster juntamente 

com ácido quínico e formar um isômero de maneira aleatória presente na família dos 

ácidos clorogênicos (CANO-MARQUINA; TARÍN; CANO, 2013). 
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Figura 7- Os polifenóis mais abundantes no café. 

 

Fonte: Cano-Marquina; Tarín; Cano (2013). 

 

Os ácidos clorogênicos dentre os compostos fenólicos são os mais 

abundantes no café, caracterizando 98% de seu conteúdo fenólico total, onde os 

restantes 2% são compostos de alquilmetoxifenóis, alquilfenóis, metoxifenóis e outros 

como pirogalol, catecol e fenol (TRESSERRA-RIMBAU et al., 2014). 

Garambone e Rosa (2007), em estudos relacionados aos benefícios do ácido 

clorogênico, obtiveram em todos os testes realizados in vitro resultados promissores 

indicando o ácido clorogênico como um potente antioxidante. 

Yan et al. (2017) estudaram os efeitos do ácido clorogênico sobre o carcinoma 

hepatocelular e obtiveram como resultado a quimioproteção e a prevenção do avanço 

do carcinoma. O ácido clorogênico é importante na dieta humana, pois de acordo com 

estudos epidemiológicos realizados reduz o risco de algumas doenças crônicas e o 

câncer. 

 

3.2.3 Trigonelina 

 

A trigonelina é um alcalóide com fórmula C₇H₇NO₂ (Figura 8A), procedente da 

metilação enzimática do ácido nicotínico. No café, este alcaloide colabora para com o 

sabor amargo da bebida.  Durante o processo de torrefação ocorre a desmetilação da 

trigonelina, produzindo o ácido nicotínico (Vitamina B3). Durante o processo de 
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torrefação, aproximadamente 60% da trigonelina inicial degrada-se, desde modo 

ocorrerá a formação de dióxido de carbono, água e a formação de compostos 

aromáticos, como pirróis e piridinas responsáveis pelo aroma (FARAH, 2012). 

 

Figura 8- Estrutura Química da trigonelina (A), Ácido Nicotínico (B). 

 

Fonte: Farah (2012). 

 

Vignoli et al. (2014), no estudo do processo de torrefação e seus efeitos nos 

compostos bioativos, observaram níveis de trigonelina que variaram de 3,3 a 1,4/100 g 

para espécie arábica e de 2,2 a 0,2 g/100 g para robusta. Estes níveis de trigonelina 

tiveram uma redução de cerca de 90% após o processo de torrefação. 

Farah et al. (2006), na avaliação entre qualidade do copo e atributos químicos 

do café brasileiro, observaram que quando a qualidade dos grãos verdes era ruim, os 

níveis de trigonelina reduziram de 1,34 g/100 g MS a 0,96 g/100 g MS. Alves et al. 

(2007) estudaram a composição química de cafés torrados do cerrado e do Sul de 

Minas Gerais e verificaram a diminuição do teor de trigonelina com perda da qualidade 

do café, independendo da região obtida. 

 

3.3 Processo de descafeinação 

 

De acordo com a resolução RDC nº277, de 02 de setembro de 2005, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelece que o produto 

considerado descafeinado deve apresentar o valor máximo permitido para cafeína de 

0,1% (g/100g) e caso seja um descafeinado solúvel, o valor máximo poderá chegar 

até 0,3 (g/100g) (BRASIL, 2005). 

Devidos aos efeitos negativos gerados pela cafeína sobre a saúde, houve um 

aumento do consumo de café descafeinado, estabelecendo o desenvolvimento de 
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diversos métodos para remoção deste alcalóide. O processo de descafeinação ocorre 

nos grãos verdes inteiros antes da etapa de torrefação (LIMA et al., 2010).  

O núcleo de pesquisa orientado a problemas – SP (NPOP-IAC) é voltada ao 

desenvolvimento de cultivares arábica sem a cafeína. Este estudo apresenta um 

método alternativo que através da edição genômica obter uma cultivar sem ou com 

níveis baixos de cafeína. O método proposto consiste no silenciamento do gene 

responsável pela síntese da cafeína nas plantas. Este conhecimento será aplicado em 

variedades comerciais que já contém qualidades agronômicas e industriais 

interessantes (FILHO, 2021).  

Em setores da indústria os grãos de café são submetidos a processos de 

descafeinação, sendo diferenciados em quatro procedimentos, geralmente de acordo 

com o solvente usado para extração da cafeína (água, acetato de etila, CO2 

supercrítico ou líquido e cloreto de metileno). Entre as etapas básicas (Figura 9), são 

descritos quatro meios de processamento, os quais incluem: aumento do volume dos 

grãos de café verde em água ou vapor para disponibilizar a cafeína para extração, 

processo de extração da cafeína dos grãos, utilização de vapor para remoção de todos 

os resíduos de solventes dos grãos (se aplicados) ou recuperação dos adsorventes 

(se aplicados) e a reintegração da sua quantidade normal de umidade através da 

secagem dos grãos de café descafeinado (ICO, 2009). 

Para o processo de extração da cafeína ser bem eficaz, o controle das 

condições operacionais deve ser rigoroso, dentre elas a pressão, temperatura e 

tempo, que se fundamentam em mecanismos da etapa de transferência física. Em 

razão da diferença de concentração, a transferência da cafeína acontece por difusão, 

da estrutura celular para o solvente, que contorna o grão até o momento que a 

concentração da cafeína é a mesma dentro e fora do mesmo (ICO, 2009). 

Dentre os quatro métodos utilizados para descafeinação, o que diferencia é a 

seleção da substância para extração. Método hídrico: Durante a imersão do café verde 

em água, a cafeína presente é dissolvida e removida.  Com este processo é possível 

que haja grande perda da parcela do caráter aromático do café. Com finalidade de 

resolver este problema, o líquido é saturado juntamente com os elementos 

hidrossolúveis do café. Seguidamente, é utilizado carbono ativado ou outros 

adsorventes para remoção da cafeína, que a mantém para posteriormente o extrato 

já sem a cafeína pode ser reciclado (ICO, 2009). 
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Figura 9- Processamento do café e diferentes métodos convencionais de descafeínação nos 
grãos verdes aplicados na indústria. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Método do acetato de etila (AE): no decurso da descafeinação, utiliza-se uma 

combinação de água e acetato de etila. É realizado o AE circular em torno dos grãos 

embebidos em água em um recipiente destinado à extração da cafeína. Desse modo 

é escoado do recipiente a mistura contendo água, acetato de etila e cafeína. Assim 

repetidamente esta fase ocorre, até o momento em que a quantidade residual de 

cafeína tenha atingido ou esteja abaixo do nível máximo autorizado por lei de 0,1% 

(ICO, 2009). 

 Método do dióxido de carbono supercrítico e método do dióxido de carbono 

líquido: o dióxido de carbono é um composto de alta pureza, podendo ser encontrado 

no ar e na água. Em determinados estados, o CO2 possibilita a extração seletiva de 

cafeína, não afetando a maior parte dos demais componentes do grão. A utilização do 

CO2 em condição supercrítica (a meio de seus estados líquido e gasoso) solicita uma 

pressão alta (até 250 atmosferas). Para que este processo seja financeiramente 

possível há necessidade de uma produção em larga escala. Também é viável a 

utilização de CO2 líquido na extração da cafeína, porém há necessidade de pressões 

e temperaturas menores e requer mais tempo para realizar a extração (ICO, 2009). 

Método do cloreto de metileno (i. e. Diclorometano - DCM): neste método, a 

cafeína é extraída de maneira seletiva e apresenta um ponto de fervura baixo. O 
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processo decorrente no recipiente faz com que o DCM contorne em volta dos grãos 

embebidos na água para retirar a cafeína. Esta etapa se repete muitas vezes, até a 

quantidade residual de cafeína tenha atingido ou encontre-se abaixo do teor máximo 

permitido por lei de 0,1% (ICO, 2009). 

Abrahão et al. (2008) na análise de compostos bioativos em café integral e 

descafeinado e qualidade sensorial da bebida, observaram a influência que o 

processo de descafeinação acomete a qualidade sensorial do café; a utilização do 

diclorometano e etapas como torração alteram a concentração dos compostos 

bioativos e o único composto que permanece estável durante as etapas de 

processamento é a cafeína.   

Toci, Farah e Trugo (2006) avaliaram que o diclorometano aplicado no 

processo de descafeinação afeta a composição química das espécies C. arabica e C. 

canephora. Outros compostos como sacarose e ácidos clorogênicos (ácido 5-

cafeoilquínico) também foram reduzidos. O composto que sofreu maior impacto da 

descafeinação foi o teor de proteínas. Todas estas alterações causam modificações 

nas características sensoriais da bebida e em termos fisiológicos. 

Diversos estudos relatam a degradação da cafeína por microrganismos 

(IBRAHIM et al., 2014; SUMMERS et al., 2015; THATHOLA et al., 2021; 

SHANMUGAM et al., 2021; NANJUNDAIAH et al., 2017; GOKULAKRISHNAN, et al., 

2005) porém nenhum relata uma enzima com capacidade de degradação deste 

composto. Diante disso, as características da enzima lacase se mostram promissoras 

na degradação de compostos recalcitrantes, bem como no desenvolvimento e estudos 

de metodologias aplicadas à descafeinação do café.  

 

3.4 Lacase 

 

A aplicação industrial utilizando enzimas tem sido de grande importância nos 

últimos anos. As enzimas devido à sua alta eficiência, alta seletividade e reações 

ambientalmente benignas têm chamado muita atenção para o tratamento ou a 

remoção de poluentes ambientais e industriais (VISWANATH et al., 2014). 

 Enzimas como a lignina peroxidase, manganês peroxidase e lacases 

fúngicas englobam as principais classes que foram analisadas para a remoção de 

compostos fenólicos tóxicos de efluentes industriais e a degradação de xenobióticos 

resistentes. Contudo, diversos relatórios acerca de melhorias na produção dessas 
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enzimas foram publicados recentemente, como mudança nas condições de 

crescimento, utilização de substratos e indutores de crescimento de menor preço 

(resíduos agrícolas e alimentares) e a descoberta de novas cepas de fungos 

(VISWANATH et al., 2014). 

Na natureza as lacases são enzimas produzidas por plantas, fungos, bactérias 

e insetos (WANG et al., 2015). Estes biocatalisadores são diferenciados nos diversos 

organismos, porém todas elas catalisam processos de polimerização e 

despolimerização (RIVA, 2006).  

A primeira lacase foi relatada em 1883 em uma árvore da espécie Rhus 

vernicifera, a laca japonesa cujo nome lacase foi derivada; deste modo a enzima foi 

caracterizada como um metal contendo oxidase (BERTRAND, 1985).  

Um ponto em destaque das lacases se refere à possibilidade de melhorar as 

taxas de oxidação de poluentes e amplificar a gama de compostos oxidáveis por 

intermédio de mediadores redox. São substratos de baixa massa molecular de lacase 

onde são oxidados enzimaticamente para produção de radicais orgânicos, das quais 

posteriormente oxidam compostos adicionais de uma maneira abiótica (JAHANGIRI 

et al., 2017).  

A imobilização de enzimas é um processo de muito interesse na área de 

biotecnologia industrial, a elaboração otimizada desses biocatalisadores torna 

possível sua aplicação a operações de processo contínuo, facilitando a intensificação 

da técnica. A utilização destes biocatalizadores possibilita recuperação e reutilização, 

fornecendo uma atividade contínua do reator, sendo uma condição importante para 

aplicações industriais devido à custos do processo (DEMARCHE et al., 2012).  

Contudo, devido à falta de disponibilidade comercial, o uso de isoformas de 

lacase foi ignorado mesmo apresentando uma ampla variedade de campos. Algumas 

propostas de aplicações industriais para lacases são relacionadas à indústria de 

celulose e papel, aplicações têxteis, síntese orgânica e aplicações ambientais, 

alimentícias, farmacêuticas e nanobiotecnológicas (KUNAMNENI et al., 2008). Na 

área biotecnológica muitas aplicações resultaram na necessidade de amplificar o 

espectro de organismos positivos para lacase e utilizar seu potencial de produção de 

lacase (MACIEL; SILVA; RIBEIRO, 2010).  

Devido à necessidade de estabilidade operacional em longo prazo e pela 

dificuldade em reaproveitar a lacase o emprego industrial da lacase ainda é limitado, 
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sendo necessária a melhoria das propriedades da enzima, que poderia ser 

parcialmente resolvido pelo estudo das diversas isoformas (VRSANSKÁ et al., 2017). 

As lacases apresentam diversos usos nas indústrias de alimentos, celulose, 

papel, têxteis, farmacêutica nanobiotecnologia, bem como nas áreas de 

nanobiotecnologia, síntese orgânica, ambiental. As lacases também são muito 

utilizadas para imobilização e desenvolvimento de projetos eficientes, de baixo 

impacto e de baixo custo (KUNAMNENI et al., 2008). A utilização das lacases para 

aperfeiçoar os parâmetros sensoriais dos produtos alimentícios se amplia aos 

sistemas de diagnóstico, porém não se limitam aos processos de tratamento. Com 

base na lacase diversos biossensores amperométricos para verificação do conteúdo 

de polifenóis em produtos alimentícios foram desenvolvidos, integrando o vinho, 

cerveja e chá (OSMA; TOCA HERRERA; RODRIGUEZ-COUTO, 2010). 

Comercialmente, as lacases foram utilizadas para remoção do polímero de lignina 

estrutural de tecidos de madeira (deslignificar), gerar etanol e diferenciar entre morfina 

e codeína. Estudos intensos foram realizados nos últimos anos, devido à grande 

variedade de lacases, seu emprego e suas propriedades interessantes (VISWANATH 

et al., 2014). 

Os fungos da decomposição da madeira chamados de fungos da podridão 

branca pertencem à classe dos basidiomicetos, os quais são os mais frequentes e 

eficientes na síntese de enzimas exocelulares, que degradam a lignina, como a 

lacase. Alguns basidiomicetos podem constituir enzimas ligninolíticas no seu 

metabolismo secundário, deste modo se tem a necessidade de identificar estes 

microrganismos e criar estratégias para uma alta produção (ELISASHVILI; 

KACHLISHVILI, 2009).  

Os fungos pertencentes à classe dos basidiomicetos podem se reproduzir de 

duas maneiras: sexuada (esporos) ou assexuada (crescimento vegetativo). Quando a 

massa micelial está em formação é possível observar em microscópio hifas septadas, 

bem desenvolvidas, as quais constituem o micélio. Grandes partes dos basidiomicetos 

em seu desenvolvimento decorrem de três fases miceliais, gerando o micélio primário, 

secundário e terciário (RAMPINELLI, 2016). 

Ling et al. (2015) avaliaram a atividade da lacase extracelular na capacidade 

de descoloração de corantes da podridão branca do fungo Trametes sp e ressaltaram 

a alta eficiência da produção de lacase com ótimos níveis de rendimento em curtos 



33 

 
 

 

períodos de tempo, destacando a importância dessas características para aplicações 

industrial, ambiental e comercial. 

O fungo Trametes versicolor pertence à família dos fungos lignolíticos, 

geralmente encontrado em madeira. Este fungo se localiza na maior parte de países 

tropicais, apresentando uma extensa distribuição, sendo a espécie mais 

frequentemente encontrada (ZAMPIERI, 2006). 

Durante o crescimento e o tratamento nutricional dos fungos, como exemplo 

as fontes de nitrogênio ou carbono, é capaz de influenciar o perfil da isoforma da 

lacase, de modo a prejudicar a produtividade. Uma característica importante se refere 

ao perfil da lacase e suas concentrações, pois as distintas isoformas apresentam 

propriedades catalíticas particulares (BERTRAND et al., 2015).  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo foi realizado nos Laboratórios de Biotecnologia, Microbiologia, e 

Laboratório de Multiusuários de Equipamentos e Análises Ambientais (LAMEAA) do 

Departamento de Química e Biologia (DAQBi) da Universidade Tecnológica Federal 

do Paraná (UTFPR). A Figura 10 apresenta as principais etapas realizadas, onde os 

grãos de café verde foram triturados e padronizados entre 100 e 65 mesh (0,149 mm 

– 0,212 mm). Os grãos moídos foram submetidos a ensaios de extração a quente, 

usando água como solvente. Enzimas lacases foram usadas para avaliar a 

degradação da cafeína da matriz, a qual foi monitorada por meio de análises de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

Figura 10- Etapas para obtenção do extrato de café verde, aplicação da lacase e quantificação 
em CLAE. 

 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.1 Reagentes, Meios e Nutrientes 

 

Os reagentes, meios e nutrientes utilizados na pesquisa são descritos na 

Tabela 4.
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Tabela 4- Composição dos nutrientes e reagentes utilizados como base neste experimento. 

Item 5.2 Item 5.3 Item 5.4 Item 5.5 Item 5.6 Item 5.7 Item 5.8 Itens 5.9 e 6.0 

Batata 
dextrose 

ágar 
(BDA) 

Dextrose (Kasvi) 
Acetato de 

sódio 
(Dinâmica) 

Acetonitrila 
(Honeywell) 

Folin-Ciocalteu 
(Sigma-
Aldrich) 

Nitrito de 
sódio 

(Dinâmica) 

Trolox 
(Sigma-
Aldrich) 

Cafeína 
(Sigma-
Aldrich) 

 Peptona (Synth) 
ABTS 

(Sigma-
Aldrich) 

Metanol 
(Honeywell) 

Carbonato de 
cálcio 

(Dinâmica) 

Cloreto de 
alumínio 
(Synth) 

DPPH 
(Sigma-
Aldrich) 

Acetato de 
sódio 

(Dinâmica) 

 
Sulfato de 
manganês 

(Synth) 
  

Ácido gálico 
(Sigma-
Aldrich) 

Catequina 
(Sigma-
Aldrich) 

Álcool etílico 
(Dinâmica) 

Metanol 
(Honeywell) 

 
Sulfato de cobre 

(Synth) 
   

Hidróxido de 
sódio (Synth) 

 
Ácido fosfórico 

(Sigma-
Aldrich) 

 
Carbonato de 
sódio (Synth) 

      

Fonte: Autoria própria (2021).
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4.2 Obtenção do Fungo Trametes villosa e condições de Cultivo 

 

O fungo Trametes villosa utilizado para produção de lacase foi gentilmente 

cedido pelo laboratório de Microbiologia da UTFPR (Campus Ecoville) e mantido em 

ágar batata dextrose até o momento de sua utilização, com repiques a cada 30 dias. 

Para seu cultivo foi utilizado Batata dextrose ágar (BDA). O meio de cultura 

foi previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos, posteriormente o meio foi 

distribuído em placas de petri e em seguida conservado sob refrigeração a 4 ºC. 

Posteriormente o fungo foi repicado para o meio BDA e transferido para uma estufa a 

28 ºC, por um período de 7 dias e armazenado sob refrigeração a 4 ºC. 

 

4.3 Preparo do Meio de Cultura Líquido 

 

Em erlenmeyers contendo 50 mL de água deionizada foi adicionado 0,5 g da 

casca de arroz, 0,5 g de dextrose como fontes de carbono, 0,4 g de peptona como 

fonte de nitrogênio, 3 mL de sulfato de manganês (MnSO4) e 3 mL de sulfato de cobre 

(CuSO4). Após a adição dos nutrientes o meio líquido foi autoclavado a 120 ºC por 15 

minutos (PENARIOL et al., 2008, modificado). Para realizar a transferência do fungo 

do meio batata-dextrose-ágar (BDA) para o meio líquido, foram utilizados tubos de 

ensaio com diâmetro em torno de 14 mm para cortar o micélio fúngico. Com o auxílio 

de palitos de madeira, três discos foram transferidos para cada meio líquido, de modo 

que o micélio ficasse voltado para parte de cima do meio. Finalmente, o crescimento 

fúngico ocorreu em estufa a 28 º C por 7 dias. 

 

4.4 Obtenção do Extrato Enzimático e Determinação da Atividade de Lacases 

 

Após os sete dias, o meio de cultura líquido foi submetido ao processo de 

filtração para obtenção do extrato. Foram utilizados papel filtro quantitativo (C40 

125 mm) para retenção de resíduos sólidos e o extrato enzimático foi congelado até o 

momento de sua utilização. 

Para determinação da atividade enzimática foram utilizados tubos de ensaios. 

As leituras foram conduzidas em triplicata, onde se adicionou nos tubos 1,7 mL de 

tampão acetato de sódio 50 mM pH 5, 100 microlitros do extrato bruto (diluição 1:150) 

e 200 microlitros de ABTS. Em seguida, as amostras foram aquecidas em banho maria 
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por 5 minutos a 40 ºC. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (UV-VIS digital 

microprocessado, modelo UV-M51, marca Bel Photonics) a 420 nm. Para o branco foi 

substituído o extrato bruto por água destilada, o cálculo para atividade enzimática foi 

realizado de acordo com a Equação 1:      

 

Atividade enzimática=Abs x F x D                      (Equação 1) 

 

Onde, Abs é a absorbância, F é o fator de atividade enzimática (0,111 U/ml 

ou 111 U/L) e D o fator de diluição da amostra (HOU et al., 2004). 

 

4.5 Otimização da extração de cafeína dos grãos verdes de café 

 

Os grãos foram selecionados, triturados em multiprocessador (Cadence), e 

tamisados entre 100 e 65 mesh (0,149 mm – 0,212 mm). As amostras foram 

congeladas a -22 ± 1°C até o momento da extração da cafeína. 

As condições de extração foram otimizadas, de acordo com Bruns, Scarmino 

e Barros Neto (1995), por meio da Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) e 

regressão linear múltipla, a qual apresenta uma equação polinomial de segunda 

ordem (Equação 2), sendo y a resposta predita, β0, βi,, βii e βij os coeficientes de 

regressão intercepto, linear, quadrático e interação de termos e xi e xij, as variáveis 

independentes.  

 

 

 

 

As variáveis independentes utilizadas foram: x1: concentração de solvente, x2: 

tempo e x3: temperatura (Tabela 5).  
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ii
xii

3

i=1
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                      (Equação 2) 
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Tabela 5- Planejamento fatorial Box-Behnken (3/1/15). 

Experimento Soluto/Solvente Tempo Temperatura 

1 -1 -1 0 

2 1 -1 0 

3 -1 1 0 

4 1 1 0 

5 -1 0 -1 

6 0 0 -1 

7 -1 0 1 

8 1 0 1 

9 0 -1 -1 

10 0 1 -1 

11 0 -1 1 

12 0 1 1 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 

-1 20 5 78 

0 10 10 88 

1 5 15 98 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Após a obtenção dos extratos, eles foram submetidos a uma técnica de 

precipitação visando obter uma amostra límpida, sem partículas. Foram adicionados 

em eppendorf 500 μL do extrato e 500 μL de uma solução metanol:acetonitrila (80:20, 

vol/vol). Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000 x g para neutralizar 

e esterificar a solução, formando um precipitado o qual foi descartado (MARSZALEK 

et al., 2019). Após a centrifugação os extratos foram diluídos em água (1:1000) e a 

cafeína foi quantificada por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) conforme 

descrito na seção 4.10.  

 

4.6 Determinação de compostos fenólicos totais 

 

A determinação da concentração de compostos fenólicos totais foi realizada 

de acordo com método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965), com 

modificações. Em tubos de ensaio foram adicionados de maneira ordenada 2,2 mL de 

água deionizada, 0,045 mL de amostra e 0,150 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Em 

seguida os tubos foram agitados em vortex por 30 segundos e adicionados 0,600 mL 

de carbonato de cálcio (20%).  As amostras foram agitadas novamente e conservadas 

no escuro por 1 hora. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (UV-VIS digital 

microprocessado, modelo UV-M51, marca Bel Photonics) em comprimento de onda a 
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765 nm.  Para construção da curva padrão (y = 0,0014 x + 0,0425; R2 = 0,9939) foi 

utilizado o ácido gálico, sendo os resultados apresentados em mg de ácido gálico 

equivalente por litro de extrato (mg EAG/L). 

 

4.7  Determinação de Flavonoides Totais 

 

Os flavonoides totais foram quantificados de acordo com a metodologia 

descrita por Zhishen et al. (1999). Em tubos de ensaio foram adicionados 250 µL de 

extrato de café verde, 1525 µL de água deionizada, 75 µL da solução de nitrito de 

sódio (5%) e agitados em vortex. Após 5 minutos, foram adicionados 150 µL de cloreto 

de alumínio (10%) e agitados em vortex novamente. Por fim foi adicionado 500 µL de 

hidróxido de sódio 1 mol/L e agitados em vortex. A absorbância foi determinada em 

510 nm em espectrofotômetro (UV-VIS digital microprocessado, modelo UV-M51, 

marca Bel Photonics). A catequina foi utilizada para construção da curva padrão (y = 

0,0032 x + 0,0201; R2 = 0,9903) e os resultados foram expressos em miligrama de 

catequina equivalente por litro de extrato (mg ECAT/L). 

 

4.8 Degradação da Cafeína por Lacase 

 

Estudos preliminares foram realizados para posterior aplicação de um 

planejamento fatorial com base nos dados obtidos. Para realizar os ensaios de 

degradação da cafeína, foi preparado uma solução estoque de cafeína de 1000 ppm.  

As reações foram realizadas em erlenmeyer de 25 mL, onde os seguintes 

reagentes e soluções foram adicionadas: acetato de sódio 50 mM pH 5,0, 6,0 e 7,0, 

ácido 4-hidroxibenzóico (1, 1,5 e 2,0 mM), acetona e metanol (Figura 11). 

Concentrações de lacase comercial (≅7000 U/L), lacase bruta (≅14000 U/L). 
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Figura 11- Ação da enzima lacase na degradação da cafeína com a interação de mediador 
natural e sintético. 

 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

 
 

Figura 12- Cinética de degradação da cafeína. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Tabela 6- Modelo dos experimentos preliminares aplicadas para degradação da cafeína. 

ID LB LC Acetona 
(30%) 

Metanol 
(30%) 

HBA 
(1,0 mM) 

HBA 
(1,5 mM) 

HBA 
(2,0 mM) 

pH 
5 

pH 
7 

LAC1 X        X 

LAC2 X    X    X 

LAC3  X       X 

LAC4  X     X  X 

LAC5  X   X   X  

LAC6  X X  X    X 

LAC7  X X  X   X  

LAC8  X      X  

LAC9 X  X  X    X 

LAC10 X  X  X   X  

LAC11 X       X  

LAC12 X    X   X  

LAC13 X   X    X  

LAC14 X    X   X  

LAC15 X    X   X  

LAC16 X   X X   X  

LAC17 X   X X     

LAC18 X   X X   X  

LAC19 X    X     

LAC20 X    X   X  

LAC21 X     X   X 

LAC22 X     X  x  

LAC23 X      X X  

LAC24 X       X  

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

O planejamento fatorial 2² (total de 9 experimentos) foi elaborado para avaliar 

a eficiência da enzima lacase na degradação da cafeína. As variáveis independentes 

utilizadas foram: x1: concentração do mediador ácido 4-hidroxibenzoico (HBA) e x2: pH 

(Tabela 7). A escolha das variáveis e seus respectivos níveis foram escolhidas através 

de estudo preliminares realizado na etapa anterior.  
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Tabela 7- Planejamento fatorial (2/1/9). 

Experimento HBA (mM) pH 

1 -1 -1 

2  -1 0 

3 -1 1 

4  0 -1 

5 0 0 

6  0 1 

7  1 -1 

8 1 0 

9  1 1 

-1 1,0 5 

0 1,5 6 

1 2,0 7 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.9 Cinética de degradação 

 

A cinética de degradação da cafeína foi realizada com base nos resultados 

obtidos na etapa 4.8.  

 

Tabela 8- Tempos de degradação avaliados em relação aos ensaios que apresentaram 
degradação em um período de 24 horas. 

Reações Degradativas Tempo 

 30 Min 

Experimento 4 1 Hora 

Experimento 6 2 Horas 

Experimento 7 3 Horas 

Experimento 9 4 Horas 

 5 Horas 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

As amostras foram preparadas em duplicatas e as condições de cada 

experimento não foram alteradas. 

  

4.10 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

As análises para cafeína, como validação e quantificação foram realizadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector de arranjo de diodos 

(Prominence®, Shimadzu), constituído por uma bomba quaternária LC-20AT, 

degaseificador DGU-20A, amostrador automático SIL-20A (volume de injeção de 50 

µL), detector de arranjo de diodos SPD-M20A (200 a 400 nm) utilizando coluna com 
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fase estacionária octadecilsilica YMC Inc, USA (YMC-Pack ODS-AQ AQ 12S05-

1546WT 150 x 4,6 mm I. D. S- 5 µm, 12 ƞm. n˚ 041580141 W) no modo reverso de 

eluição. A fase móvel utilizada foi composta de metanol e ácido fosfórico 0,1% (65:35) 

com força suficiente para promover a eluição do analito. A análise e processamento 

de dados foram adquiridos através do software LC Solutions. 

O desenvolvimento para validar o método cromatográfico se deu através do 

preparo de uma solução estoque de cafeína a 1000 ppm onde foi diluída a 1 ppm 

visando determinar as melhores condições na fase móvel, proporções dos solventes, 

volume de injeção e melhor tempo de retenção para a amostra.  

A curva de calibração foi preparada através da diluição da solução estoque, 

variando de 1 a 25 ppm. A partir da curva de calibração determinou-se os parâmetros 

linearidade, limites de detecção e quantificação. 

Para avaliar a concentração de cafeína nos extratos obtidos 1 mL de cada 

extrato foi adicionado juntamente com 1 mL de metanol:acetonitrila (80:20, v/v) e 

submetidos a centrifugação (1000 x g) por 10 minutos (MARSZALEK et al., 2019). 

Após a centrifugação o sobrenadante foi recuperado e diluído em água ultrapura 

(1:1000).  

Para avaliar a degradação da cafeína, as amostras foram centrifugadas (1000 

x g) por 10 minutos. Deste modo o sobrenadante foi recuperado e quantificado por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

4.11 Análise Estatística 

 

A ferramenta de análise para ajuste dos modelos matemáticos foi o software 

Statistica 7.0. O planejamento experimental aplicado foi o Box-Behnken (DBB). Os 

dados são relatados como média ± desvio padrão (n = 3). A significância estatística 

das variáveis avaliadas na equação de regressão foi verificada por meio do teste 

ANOVA (p ≤ 0,05). A condição ótima simultânea de todas as variáveis foi determinada 

por meio da função desejável de acordo com Derringer e Suich (1980). A adequação 

e a qualidade de ajuste dos modelos foram avaliadas por meio do p-valor (lack of fit), 

coeficiente de determinação (R2) e seu R2 ajustado. Os valores experimentais de cada 

variável resposta foram determinados e comparados com as respostas previstas para 

avaliar o poder de predição do modelo utilizado. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Otimização da extração de cafeína de grãos verdes de café 

 

Os experimentos para obtenção dos extratos dos grãos verdes de café foram 

baseados na metodologia de superfície de resposta através do planejamento Box-

Behnken (DBB), no qual cada fator expresso foi estudado em três níveis (+1, 0 e -1) 

com três réplicas no ponto central, totalizando 15 ensaios.  

Os processos de extração usuais envolvem a aplicação de solventes 

orgânicos que podem ocasionar um efeito negativo ao meio ambiente, dependendo 

da quantidade e aplicação (OLIVEIRA et al., 2017). Neste estudo foi utilizado somente 

água como como solvente extrator, com base em sua polaridade que facilita a 

extração da cafeína (OLIVEIRA et al., 2019) e objetivando a minimização dos 

impactos ambientais. Os solventes polares promovem extratos ricos em compostos 

de média e alta polaridade (CHASSAGNEZ et al., 1997). Oliveira et al. (2019) 

avaliaram seis solventes com polaridades diferentes para extrair compostos bioativos 

dos grãos de café verde e observaram que a polaridade do solvente, a matriz vegetal 

e a duração do processo são significativas nos processos de extração. Após a 

extração, a solução aquosa obtida apresentou turbidez, o que pode estar relacionada 

à presença de polissacarídeos, proteínas coloidais e outros compostos coloidais 

contidos nos grãos de café (SALINAS-VARGAS; CAÑIZARES-MACÍAS, 2014). Para 

a remoção de tais compostos foi utilizada uma solução de metanol:acetonitrila (20:80 

v/v). Estes compostos podem afetar tanto a eficiência da coluna como a detecção 

(VOGEL, 1981).   

A concentração de cafeína obtida em cada ensaio está apresentada na Tabela 

9. A concentração de cafeína em grãos verdes mostrou valores variados, resultando 

em concentrações entre 6,68 e 37,07 mg/g, estando esses valores encontrados de 

acordo com a literatura. A variação na quantidade de cafeína pode ocorrer devido a 

fatores ambientais, tipos de amostragem, tamanho de moagem, temperatura de 

extração, volume de extração e outros (MACHEINER et al., 2019). 
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Tabela 9- Otimização da extração de cafeína de grãos de café verde. 

Extratos Cafeína (mg/g) 

1 6,68h ± 0,01 

2 10,51g ± 0,01 

3 22,24de ± 1,80 

4 11,83fg ± 0,10 

5 19,34ef ±  1,73 

6 20,42e ± 2,20 

7 18,88ef ± 0,21 

8 11,69g ± 0,17 

9 32,35abc ± 2,90 

10 29,95bc ± 0,07 

11 36,55ab ± 2,70 

12 37,07a ± 1,94 

13 28,63cd ± 1,97 

14 33,92abc ± 1,07 

15 33,50ab ± 2,46 

Nota: Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as médias (p <= 0,05). 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 
 

Jeszka-Skowron et al. (2020) determinaram por CLAE a concentração de 

cafeína aplicando diferentes tipos café, onde a maior concentração de cafeína foi de 

25,6 mg/g utilizando 1 g de grão verde moído da espécie robusta (Uganda), 100 mL 

de água destilada (94 °C) e filtrada em filtro de seringa de politetrafluoroetileno de 

0,45 μm. 

Asfew e Dekebo (2019) avaliaram a concentração de cafeína de grãos verdes 

da variedade arábica. Os grãos passaram pelo processo de torrefação, foram moídos 

e peneirados a 250 μm. O método consistiu em 2,5 g de pó da amostra com adição 

de 50 mL de água fervida. Quando determinado por HPLC, a maior concentração de 

cafeína encontrada pelos autores foi de 35,67 mg/g. 

De Luca et al. (2018) quantificaram cafeína e ácido clorogênico em grãos 

verdes de café nas variedades robusta e arábica de diversos países. Foi utilizado 0,2 

g de café e uma solução metanol/água (70:30 v/v) e sua caracterização por HPLC 

revelou concentrações de cafeína de 7,31 - 44,69 mg/g para arábica e 16,60 - 61,53 

mg/g para robusta. 

Através da análise de variância (ANOVA) foi possível observar os efeitos das 

variáveis sobre a resposta de concentração (mg/g).  Quando os valores de p- são 

menores (p≤0,05) as condições aplicadas ao modelo foram significativas, 

respectivamente. Já valores superiores de p (p≥0,05) indicaram que o modelo 

aplicado não apresentou significância (DAHMOUNE et al., 2015). Através da 

Tabela 10, se observa que pelo menos uma das variáveis de extração pode elucidar 
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a variação dos resultados obtidos nos ensaios de acordo com o valor F significativo 

para soluto/solvente. 

 
 

Tabela 10- Análise de variância (ANOVA) do delineamento Box-Behnken. 

ANOVA: Cafeína (mg/g); R²= 94753; R² Ajustado= 85308  

 SS Df MS F P 

(1)Temperatura º C(L) 29,26 1 29,26 2,25 0,27 

Temperatura º C(Q) 3,25 1 3,25 0,25 0,66 

(2)Tempo (min)(L) 56,64 1 56,64 4,36 0,17 

Tempo (min)(Q) 0,61 1 0,61 0,04 0,84 

(3)Soluto/Solvente(L) 69,99 1 69,99 5,38 0,14 

Soluto/Solvente(Q) 1141,12 1 1141,12 87,86 0,01 

1L by 2L 2,13 1 2,13 0,16 0,72 

1L by 3L 7,80 1 7,80 0,60 0,51 

2L by 3L 81,25 1 81,25 6,25 0,12 

Falta de Ajuste 54,46 3 18,15 1,39 0,44 

Erro Puro 25,97 2 12,98   

Total SS 1532,98 14    

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

O valor do 𝑅2 (coeficiente de determinação) foi de 0,94753 o que aponta que 

pelo menos 94,7% das variações poderiam ser explicadas pelo modelo ajustado 

(soluto/solvente). O coeficiente de determinação ajustado (R2 próximo de 1) descrito 

revelou correlação entre os valores experimentais e previstos (Figura 13). 

Na Figura 13, observa-se que todos os pontos se situam próximos e ao longo 

de uma reta. Isso demonstra a veracidade que os componentes de erro do modelo 

aplicado cumprem uma distribuição regular para a resposta de rendimento. 
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Figura 13- Linearidade dos valores experimentais com os preditivos para extração de cafeína 
de grãos verdes de café. 

 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

O gráfico de Pareto permite analisar os efeitos padronizados (razão dos 

efeitos estimados e desvio padrão) onde as variáveis atuam na resposta avaliada. 

Através da linha vertical vermelha que corta os efeitos, observa-se que não houve 

diferença significativa para as variáveis tempo e temperatura (p ≥ 0,05). Para 

avaliação de resposta, somente os efeitos localizados a direita dessa reta (p < 0,05). 

Das três variáveis independentes estudadas, soluto/solvente (X1), tempo (X2) e 

temperatura (X3), somente a razão soluto/solvente apresentou diferença significativa 

(Figura 14).  
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Figura 14- Gráfico de Pareto dos efeitos e interações das condições de tempo, temperatura e 
soluto/solvente. 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

O gráfico de contorno é apresentado na Figura 15 em função das variáveis 

codificadas. Este gráfico fornece melhor visibilidade do ponto ótimo de trabalho para 

o rendimento de cafeína (mg/g) em grãos verdes de café. É possível observar que o 

melhor ponto de extração da cafeína foi alcançado na região na qual o soluto/solvente 

é de 1:10 e o tempo de 15 minutos.  

Através da função de desejabilidade (Figura 16) foi possível observar os níveis 

de fatores que são capazes de gerar a resposta mais desejável com base nos fatores 

dependentes. Através da linha vermelha vertical do gráfico é possível observar os 

valores ideais. 
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Figura 15- Gráfico de Contorno apresentando os efeitos da interação entre as variáveis X1 
(soluto/solvente) e X2 (tempo). 

 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

 
Figura 16- Perfil dos valores de resposta e desejabilidade para as variáveis dependentes. 

 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

5.2 Quantificação de Flavonoides Totais e Compostos Fenólicos Totais 

 

A concentração de flavonoides e compostos fenólicos totais foram 

determinados utilizando o ponto ótimo obtido através do design de experimentos Box-
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Behnken. O extrato apresentou uma concentração de compostos fenólicos totais e 

flavonoides totais de 36,72 ± 3,84 mg EAG/ g e 9,36 ± 0,8 mg/g ECAT, 

respectivamente. Os resultados obtidos são variáveis, pois a formação de tais 

compostos depende de condições de crescimento da planta, localização, luz, 

drenagem, temperatura e processamento dos grãos (FARAH et al., 2006).   

Concentrações superiores foram relatados por Getachew e Chun (2016) onde 

valores médios para compostos fenólicos e flavonoides totais foram de 120,4 a 144,4 

mg EAG/g e 15 a 43 mg ECAT/g em grãos verdes de arábica e robusta de diferentes 

regiões. Khuwjitjaru et al. (2014) avaliaram a cinética de degradação alguns 

compostos fenólicos em água subcrítica e atividade de eliminação radical de seus 

produtos de degradação e observaram que ocorreu uma redução dos valores com o 

aumento da temperatura, ou seja, a partir de 100 º C os compostos podem ser 

afetados. Esta temperatura é semelhante ao ponto ótimo deste experimento para 

extração da cafeína (98 º C); o que pode ter implicado em um rendimento menor para 

compostos fenólicos totais e flavonoides. Resultado semelhante foi relatado por 

Ramón-Gonçalves et al. (2019) os quais extraíram e quantificaram os compostos 

bioativos de amostras de café moído. Neste estudo uma temperatura de extração 

similar a este estudo de 95 º C foi utilizada e obteve-se valores médios de compostos 

fenólicos totais entre de 9 a 29 mg EAG/g. 

Os compostos fenólicos que estão presentes nos extratos estão associados a 

outras biomoléculas que incluem proteínas, carboidratos, clorofila, lipídeos, terpenos 

e outros compostos orgânicos. Outro fator importante é a solubilidade dos compostos 

fenólicos que dependem do comprimento da cadeia carbônica e dos grupos hidroxila 

(AJILA et al., 2011). Yilmas e Toledo (2006) obtiveram como melhor solvente extrator 

misturas de água/acetona e água/etanol na extração de compostos fenólicos do que 

um único solvente.  

A temperatura não influenciou na extração da cafeína, porém, considerando 

os compostos fenólicos totais e flavonoides temperaturas mais baixas resultam em 

maiores concentrações. O solvente (água) aplicado nas extrações não possibilitou 

uma grande extração de compostos fenólicos totais e flavonoides totais devido a 

grande quantidade de outros compostos como proteínas e lipídeos dificultando a 

interação da matriz e solvente. García e Bianchi (2015) utilizaram diferentes solventes 

(acetona, metanol, etanol e água) para extração de compostos fenólicos da casca de 

café. O extrato aquoso apresentou menores rendimentos para fenólicos totais. 
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Tran et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo 

avaliando a polpa úmida de café robusta, quando aplicado secagem a vácuo o melhor 

resultado foi obtido com uma concentração de 14,4 mg EAG/ g. 

 

5.3 Otimização dos Procedimentos Analíticos para Determinação de Cafeína 

 

A construção da curva analítica da cafeína foi realizada em triplicata através 

de amostras padrões grau analítico com concentrações de 1,0 mg/L a 25 mg/L (Tabela 

11).  

 
Tabela 11- Resultados das áreas dos cromatogramas obtidas através de diferentes 

concentrações de padrões por CLAE. 

 Concentração (ppm ou mg/L) 

 1,0 2,5 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 

1º Área 52370 133725 249663 518932 775717 1041091 1274423 

2º Área 49996 134853 285335 525811 768122 1042256 1289562 

3º Área 53294 132263 265660 511444 779090 1032388 1292975 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Segundo a resolução 899/03 da ANVISA a linearidade de um método através 

da regressão linear, o valor mínimo do 𝑅2 precisa ser de 0,99, deste modo a curva 

analítica se estabelece de acordo com a norma (Figura 17). 

 

Figura 17- Linearidade do método; curva de calibração, equação da reta e R². 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Tabela 12- Desvio padrão, limite de detecção e quantificação. 

y = ax + b R2 = 0,99 Desvio 

a 51396 196,78 

b 5015,2 2765,1 

limite de detecção 1,81   

limite de quantificação 5,51   

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Fundamentado pelas injeções dos padrões objetivando a elaboração da curva 

analítica foi possível observar o tempo de retenção que ficou em torno de 6,9 minutos 

como observado na figura 18. 

 

Figura 18- Cromatograma de Identificação do tempo de retenção da cafeína em diferentes 
concentrações com metanol/ácido fosfórico 0,1% 65:35 em 272 nm. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Mediante as condições da fase móvel utilizada com metanol e ácido fosfórico 

0,1% 65:35, v/v e comprimento de onda a 272 nm o tempo de retenção ficou 

estabelecido em 6,9 minutos. As condições do experimento estabelecidas foram 

satisfatórias para avaliar a degradação da cafeína através da enzima lacase. 

 

5.4 Degradação de Cafeína Padrão  

 

As variáveis de degradação foram descritas na Tabela 13. A temperatura 

(40º C), e agitação (160 rpm) foram pré-estabelecidos devido à otimização realizada 

em estudos anteriores (ANITA et al., 2020; LI et al., 2020; ZEEB et al., 2014). 
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Para o sistema lacase/mediador oxidar compostos orgânicos com eficiência, 

fatores como, tipo de mediador, substrato alvo, sistema tampão e pH da reação são 

muito importantes (NETO, 2012).   

 

Tabela 13- Percentual de degradação de cafeína mediante processos enzimáticos realizados 
no estudo piloto. 

ID Degradação (%) 

LAC 1 0,00 

LAC 2 0,00 

LAC 3 99,39 

LAC 4 100,00 

LAC 5 0,00 

LAC 6 0,00 

LAC 7 0,00 

LAC 8 8,81 

LAC 9 0,00 

LAC 10 0,00 

LAC 11 0,00 

LAC 12 0,00 

LAC 13 0,00 

LAC 14 0,00 

LAC 15 0,00 

LAC 16 0,00 

LAC 17 0,00 

LAC 18 0,00 

LAC 19 0,00 

LAC 20 0,00 

LAC 21 13,00 

LAC 22 6,39 

LAC 23 100,00 

LAC 24 0,00 

 Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Os experimentos para avaliar a degradação da cafeína foram baseados na 

metodologia de superfície de resposta através do planejamento fatorial no qual cada 

fator expresso foi estudado com três níveis (+1, 0 e -1) totalizando 9 ensaios.  

A taxa de degradação de cafeína obtida em cada ensaio está apresentada na 

Tabela 14. Os valores de degradação variaram de 6,39% a 100%.  
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Tabela 14- Taxa de degradação avaliada através do planejamento fatorial. 

Experimento Degradação (%) 

1 0,0 

2  0,0 

3 0,0 

4  6,39 

5 2,0 

6  13,0 

7  100 

8 35,0 

9  100 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 
 

Tabela 15- Análise de variância (ANOVA) do delineamento fatorial. 

ANOVA: % de degradação; R² = 0,87999; R² Ajustado = 0,75998 

 SS Df MS F P 

(1) HBA (L + Q) 11256,86 2 5628,431 13,27180 0,017151 

(2) pH (L + Q) 1181,63 2 590,815 1,39314 0,347422 

Erro 1696,36 4 424,090   

TOTAL SS 14134,85 8    

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Por meio da análise de variância (ANOVA) e das variáveis aplicadas foi 

possível concluir que houve diferenças significativas (p<0,05) (DAHMOUNE et al., 

2015). O valor F observado foi alto comparando as duas variáveis, isso representa se 

houve diferença geral entre as médias, quanto maior o valor de F mais significativo o 

valor de p para ANOVA.  

O valor do 𝑅2 (coeficiente de determinação) foi de 0,87999 o que aponta que 

pelo menos 87,9% da variação total de y é explicada pela reta de regressão. Verifica-

se que 12,1% da variação total de y não é explicada. A Figura 19 permite avaliar a 

dispersão de pontos ao longo de uma reta, a variação intensa de alguns resultados 

explica a distribuição irregular para resposta de rendimento.  
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Figura 19- Valores preditos e observados em resposta de rendimento a degradação de cafeína. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Figura 20- Diagrama de Pareto para degradação da cafeína. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Como avaliado na ANOVA, o gráfico de Pareto também apresentou diferença 

significativa. Para avaliação de resposta, somente os efeitos localizados a direita da 

linha vertical vermelha (HBA) foram significativos (p < 0,05). 

 

5.4.1 Influência de Solventes Orgânicos  

 

As lacases possuem tolerância direcionada a solventes orgânicos e são 

catalisadores robustos com abrangente aplicação em biotecnologia (WU et al., 2019). 

Os solventes orgânicos podem alterar de forma considerável a atividade e estabilidade 

da enzima (OGINO et al.,1999).  

Os ensaios de degradação da cafeína que continham solventes orgânicos 

(acetona, metanol) foram parte do teste piloto e não apresentaram influência na 

estabilidade e ou aumento do potencial redox da lacase. O fundamento para os 

solventes orgânicos utilizados neste trabalho não terem apresentado efeito de sistema 

mediador sobre a lacase está relacionada ao pH, pois solventes orgânicos afetam o 

mesmo, dificultando a dissociação de substratos com a enzima, podendo afetar sua 

isoforma.  Estudo semelhante realizado por Rodakiewcz-Nowak (2007) relatou que os 

solventes orgânicos reduzem de maneira rápida a taxa de reação da enzima, porém, 

não reduz nos primeiros 30 minutos de reação. Os solventes afetam todo sistema 

reacional, como a solvatação das moléculas, termodinâmica e as proteínas. O mesmo 

autor Rodakiewcz-Nowak (2000) em estudo anterior envolvendo o efeito de solventes 

miscíveis em água sob a atividade de lacase notou que o metanol não afetou Vmax em 

uma ampla concentração desse mesmo solvente, sendo considerado como inibidor 

competitivo fraco de lacase.   

Wu et al. (2019) avaliaram o aumento da atividade da lacase com solventes 

orgânicos e observaram que diversas lacases fúngicas ascomicetos (M. thermophila 

e Thielavia sp.) e basidiomicetos (T. versicolor, A. bisporus, P. ostreatus, P. 

cinnabarinus, Cerrena unicolor e C. gallica) apresentaram na presença de etanol, 

acetona e acetonitrila atividades enzimáticas reduzidas e limitadas. Pacheco e Soares 

(2014) analisaram a eficácia da enzima lacase na biodegradação de efluentes e 

obtiverem frente a teste de estabilidade sob diferentes solventes um baixo rendimento. 

A acetona foi o solvente que ocasionou maior desativação da enzima, para 

concentração acima de 30% a enzima de fato foi desnaturada.  
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5.4.2  Influência do Mediador Ácido 4-hidroxibenzóico (HBA) e do pH 

 

O sistema de mediador em conjunto com a lacase possibilita uma reação mais 

rápida porque seu potencial redox é ampliado podendo atuar em um maior gama de 

substratos (KUES et al., 2007). No limiar, os ensaios que continham em seu meio 

reacional 1mM de HBA não apresentaram nenhuma eficiência de degradação da 

cafeína. Resultados opostos foram descritos por Lloret et al. (2010) que analisaram a 

degradação de anti-inflamatórios e estrogênios por lacase, sob outra expectativa 

obteve remoção de 80% de diclofenaco quando a concentração de mediador foi 

elevada de 0,5 para 1,0 mM. Ashe et al. (2016) investigaram os impactos dos tipos de 

mediadores na degradação de poluentes por lacase, o composto oxibenzona foi 

completamente removido pelos mediadores ácido violúrico e hidroxibenzotriazol na 

concentração de 1 mM.  

 

Figura 21- Gráfico de contorno e a variáveis independentes. 
 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Figura 22- Gráfico de superfície e resposta para relação de degradação da cafeína. 
 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

As Figuras 21 e 22 representam a relação entre a variável dependente 

(degradação da cafeína) e as variáveis independentes (pH e HBA). O gráfico de 

superfície de resposta e o gráfico de contorno indicam que a eficiência de degradação 

da cafeína aumentou quando a concentração de mediador enzimático foi aumentada 

para 2,0 mM e o pH da reação em 5,0 e 7,0. Bankole et al. (2021) estudaram o impacto 

de mediadores redox na degradação de olsalazina. Quando a concentração do 

mediador hidroxibenzotriazol foi aumentada de 0,5 para 2,0 mM ocorreu sua 

degradação por completo, porém, quando a concentração foi superior a 2,0 mM não 

foi registrada nenhuma melhora substancial na atividade de degradação. 

Neste estudo quando a concentração de HBA foi intensificado (experimento 7 

e 9) para 2,0 mM apresentou uma eficiência de 100% de acordo com a Figura 23. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Mizuno et al. (2009) na degradação de iso-

butilparabeno e o n-butilparabeno, onde, obteve 95% de degradação com 4 horas de 

tratamento sob influência do mediador hidroxibenzotriazol na concentração de 2 mM. 

Sarker et al. (2020) obtiveram 100% de degradação do fungicida 3,5 dicloroanilina 

com lacase e seu mediador catecol em uma concentração de 2,0 mM.   
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Figura 23- Relação da concentração de mediador com a degradação da cafeína. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Feltrin et al. (2018) avaliaram métodos analíticos para degradar tricoteceno A 

e B, foi identificado que a aplicação de concentrações mais altas de mediador implicou 

em um declínio na taxa de degradação do substrato. Na ausência de mediador não 

foi notado degradação. Uhnáková et al. (2008) analisaram a biodegradação de 

diversos compostos aromáticos por lacase provenientes de Trametes versicolor e 

verificaram que a degradação de todos os compostos foi superior com a adição de 

mediador enzimático (ABTS). Este mediador foi praticamente consumido onde foi 

observado a formação de um produto para cada caso. Estudo similar realizado por 

Koschorreck et al. (2008) indicou a importância de mediadores enzimáticos na 

degradação de compostos aromáticos obtendo atividades superiores à 85° C e pH de 

4,2 e 7,0. 

Kirsch et al. (2015) em estudo semelhante avaliou o consumo de oxigênio de 

sistemas mediadores de lacase (LMS) e observaram que o HBA em combinação com 

tampão e lacase era o mediador com menor eficiência. Em contrapartida, quando 

ocorreu a combinação de tampão, lacase, HBA e fibras foi notado uma efetividade 

crescente. 
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Figura 24- Gráfico de desejabilidade em função das variáveis de controle. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

De acordo com Bruns et al. (1995) para determinar os níveis dos fatores que 

irão produzir o conjunto de resposta adequado existem várias oportunidades e isto 

varia em função do problema avaliado. O gráfico de desejabilidade (Figura 24) indica 

o comportamento de desejabilidade em função das variáveis de controle. A linha 

tracejada vermelha indica um valor de referência e a curvatura da variável 

independente mostra a interferência da mesma na variável de resposta. É possível 

observar que a curva em relação a variável HBA ficou mais inclinada em relação a 

linha de referência, demostrando maior interferência no processo. 

O pH é um fator fundamental para eficiência da lacase, sua variação pode 

modificar a afinidade e especificidade com o substrato, onde para lacase o pH ótimo 

se situa entre 3 e 7 (BATISTA, 2009).  

Os ensaios pilotos LAC 3 e LAC 4 apresentaram atividade de degradação de 

99,39% e 100% em pH 7,0, respectivamente, de acordo com a Figura 25.  
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Figura 25- Esquema reacional dos ensaios LAC 4 e LAC 3, sua caracterização e eficiência de 
degradação. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A lacase comercial demonstrou eficiência em pH 7,0, com e sem mediador 

HBA. Em pH 5,0 a lacase comercial não apresentou nenhum resultado significativo. 

Silveira (2019) avaliou a degradação de corantes têxteis através de imobilização com 

lacase bruta e comercial. Como resultado, a maior carga enzimática que pode ser 

fornecida ao suporte foi a enzima comercial, que por sua vez, apresenta o maior grau 

de pureza. A enzima bruta contém outras proteínas, que podem ocupar o sitio ativo e 

reduzir a área disponível. Estudo semelhante foi relatado por Bettin et al. (2016) 

avaliou a aplicação de lacase bruta e comercial em corantes obtendo resultados 

superiores com a enzima comercial.  

Kelbert et al. (2021) estudou a eficácia de remoção do antibiótico 

dexorrubicina por lacase, onde a maior degradação enzimática ocorreu em pH 7,0. 

Quando a reação foi alterada para pH 8,0 ouve uma redução de 79% na taxa de 

degradação. Segundo Lloret et al. (2010) quando o pH meio reacional ultrapassa a 

faixa de 8,0 ocorre a redução na taxa de degradação devido à baixa atividade de 

lacase em pH alcalino.  
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Figura 26- Relação da concentração de mediador com a degradação da cafeína. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Na Figura 26 como resposta de rendimento para o pH os valores 5 e 7 em 

combinação como uma concentração de mediador de 2 mM proporcionaram uma 

eficiência de 100%. Para pH 6 os valores foram inferiores e não apresentam resposta 

de rendimento significativa (p>0,05). 

 

Figura 27- Efeito do pH na degradação de cafeína sob diferentes meios reacionais no teste 
piloto. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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De acordo com Slagman et al. (2016) a lacase produzida por Trametes 

versicolor possui uma eficiente oxidação de substratos sob condições de pH 5,0. Tian 

et al. (2020) analisaram a eficiência da lacase na degradação de tetraciclina e 

oxitetraciclina e alcançaram 100% de eficiência em pH 6,0. Zhang et al. (2020) 

avaliaram a degradação de clorofenol com lacase imobilizada e livre, obtendo 

degradação de 100% em pH na faixa de 4,5 e 5,0.  

 

Tabela 16- Influência do pH na degradação de variados compostos recalcitrantes por lacase. 

Enzima Espécie Composto pH 

Ótimo 

Eficiência de 

degradação (%) 

Referência 

Lacase Trametes 

versicolor 

Dexorrubicina 7,0 100 KELBERT et 

al., (2021) 

Lacase Rhus 

vernicifera 

Clorofenol 4,5; 5,0 100 ZHANG et 

al., (2020) 

Lacase Trametes 

versicolor 

Clorotalonil, 

isoproturon, 

pirimetanil 

4,0 100 SARKER et 

al., (2020) 

Lacase Trametes 

versicolor 

Isoproturon 5,0 100 ZENG et al., 

(2017) 

Lacase Trametes 

versicolor 

Clorpirifos, 

atrazina 

5,0 100 JIN et al., 

(2016) 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Arimurti et al. (2018) analisaram a degradação da cafeína por Pseudomonas 

monteilii KRM9. A maior taxa de degradação foi de 99,26% em meio de cafeína após 

24 h de incubação. A teobromina não foi usada como intermediário metabólito da 

degradação da cafeína, indicando um novo mecanismo de degradação.  

As reações em pH 6,0 não apresentaram resultados satisfatórios e, 

consequentemente na Tabela 16 os melhores rendimentos no comparativo foram nas 

faixas de pH de 4,0 e 7,0.  Na figura 27 é possível observar que em pH 5,0 houve 100 

% de degradação da cafeína utilizando lacase bruta com 2 mM de HBA (LAC23). Já 

para pH 7 a eficiência de degradação foi de praticamente 100% com e sem sistema 

mediador (LAC3 e LAC4). É possível trabalhar com ambas faixas de pH, porém, 

levando em conta custos de processo em grande escala utilizando a lacase bruta em 

pH 5 seria mais vantajoso devido ao alto custo da enzima comercial.  
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5.5 Cinética de Degradação da Cafeína 

 

O estudo da velocidade de reação onde os processos ocorrem em detrimento 

dos fatores que a influência, como: concentração de reagentes, temperatura, pH, 

superfície de contato e catalisadores é chamado de cinética. Para estabelecer os 

mecanismos e entender a fase de transformação em uma certa faixa de tempo é 

necessário o dado das concentrações de reagentes (SINKO, 2008). 

São apresentados os resultados da degradação de cafeína utilizando a 

enzima lacase. 

 

Figura 28- Cinética de degradação da cafeína. 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A cinética foi realizada para os experimentos que apresentaram degradação 

na etapa anterior. Cada ponto foi obtido em duplicata e o tempo máximo foi de 5 horas, 

com intervalo de 30 minutos para primeira amostra e de 1 hora para as demais.  

Contudo somente 1 ensaio apresentou atividade que foi no início da reação 

(Figura 28).  Nos demais ensaios não foi possível uma clara observação da cinética, 

principalmente na taxa inicial.   
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Figura 29- Performance dos experimentos frente a cinética realizada em um período de 5 horas. 
 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A partir da Figura 29, é possível afirmar que a degradação da cafeína no 

experimento 4 é de 100% em 30 minutos com as seguintes concentrações: 2,0 mM 

de HBA, pH 7 e concentração de lacase comercial de (≅7000 U/L). Nos demais 

experimentos até 5 horas de reação os valores são praticamente constantes, não 

indicando degradação.  

Quando todos os sítios ativos da enzima estão preenchidos, é referido a 

velocidade inicial que apresenta interação com a velocidade máxima (Vmax), ou seja, 

quando todas as enzimas estão no complexo enzima-substrato) (WILSON; WALKER, 

2010). A concentração de lacase bruta nos experimentos 6,7 e 9 era de praticamente 

o dobro (≅14000 U/L) do que presente no experimento 4 com lacase comercial 

(≅7000 U/L). O extrato bruto possuí outras proteínas e outros compostos que podem 

saturar o sitio ativo da enzima reduzindo ou impossibilitando a reação. De acordo com 

Khilifi et al. (2010) a oxidação de mediadores gera radicais livres que por sua vez 

distorcem o sistema enzimático quando há presença de outros compostos (proteínas) 

nos sítios ativos.  

 

 

 

Degradação da Cafeína % 

Experimento 4 Experimento 6 Experimento 7 Experimento 9
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Tabela 17- Degradação de compostos recalcitrantes pela enzima lacase. 

Enzima Fungo Composto Tempo Degradação (%) Referência 

Lacase Trametes 

villosa 

Cafeína 30 min 100 O Autor 

Lacase Pleurotus 

ostreatus 

Oxitetraciclina 24 h 99,66 Medrado, 

(2017) 

Lacase Trametes 

versicolor 

Pimimetanil e 

Isoproturon 

24 H 100 Jin et al., 

(2016) 

Lacase Trametes 

versicolor 

Fenantreno 36 H 65 Mun-Jung et 

al., 2004) 

Lacase Trametes 

versicolor 

2,4- Diclorofenol 10 H 94 Zhang et al., 

2008) 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Tanto a lacase bruta como a lacase comercial proporcionaram uma eficiência 

de praticamente 100% na degradação da cafeína, porém, a lacase comercial 

(experimento 4) foi capaz de nos primeiros 30 minutos de reação reduzir por inteiro a 

concentração de cafeína (Figura 30).  

 

Figura 30-Cromatogramas e tempo de retenção da cafeína (11 min) dos ensaios realizados na 
cinética de degradação. 

 
a) b) 

 

 

Nota: a) Experimento 7. b) Experimento 4 
Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Os compostos elencados na Tabela 17 são recalcitrantes e somente dois 

autores utilizaram em seus experimentos sistema mediador (JIN et al., 2016 e Mun-

jung et al., 2004) com resultados máximos atingidos em 24 e 36 horas. Zhang et al., 

(2008) imobilizaram a lacase visando melhor estabilidade, resultando em 94% de 

degradação em 10 horas de reação. Medrado 2017 utilizaram lacases produzidas por 

Pleurotus ostreatus obtendo resultados máximos de 99,66% na degradação do 
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antibiótico oxitetraciclina. Quando comparamos o experimento 4, a degradação ocorre 

100% em um tempo curto de 30 minutos, isto de certa forma, gera muitas vantagens 

e economia como: redução de reagentes, consumíveis, energia, tempo reduzido e 

principalmente eficiência do processo em 100%.  
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6 CONCLUSÃO 

 

A metodologia proposta para extração da cafeína nos grãos verdes de café 

indicou a melhor combinação das variáveis, obtendo a máxima concentração de 

cafeína aplicando 1:10 soluto/solvente, 15 minutos, 98º C. Essa metodologia de 

extração permitiu também a obtenção de outros compostos bioativos como compostos 

fenólicos totais e flavonoides totais dos grãos de café verde.  

A lacase produzida pelo fungo Trametes villosa e a lacase comercial 

apresentaram eficiência de degradação total de cafeína, monitorada por cromatografia 

liquida de alta eficiência acoplada com arranjo de diodos, sob condições semelhantes. 

Através da cinética de degradação foi possível observar que a lacase comercial em 

pH 7,0 e com a adição de 2 mM de HBA tem capacidade de degradar a cafeína em 

30 minutos de reação. 

Dessa forma, a lacase presente no extrato bruto produzido no laboratório 

demonstrou potencial para ser utilizada na degradação de cafeína, com efeitos 

comparáveis a lacase adquirida comercialmente. 
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