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RESUMO

TORRES, B. H. C. Degradacgao de cafeina por lacase de Trametes villosa. 2021.
80 f. Dissertagcdo de mestrado (Programa de Pds-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2021.

O Brasil € o maior exportador de café no mercado mundial e ocupa a segunda posigao
entre os paises consumidores da bebida, o que corresponde a um ter¢o da produgao
mundial de café, o que o coloca como maior produtor mundial ha mais de 150 anos.
A cafeina, principal metilxantina encontrada no café, é responsavel por efeitos
estimulantes do sistema nervoso central, e também por efeitos adversos como refluxo,
aumento da pressao arterial, osteoporose, dores musculares, dentre outros. Devido
aos efeitos negativos, ha um aumento do consumo de café descafeinado,
estabelecendo o desenvolvimento de diversos métodos para remocao deste
composto. O método convencional utilizado pela maioria das industrias envolve o uso
de solventes, como diclorometano que afeta as caracteristicas sensoriais do produto,
além de ser danoso ao meio ambiente. O uso de enzimas no processo de
descafeinizacdo apresenta uma alternativa viavel por ser um processo natural, no qual
se emprega enzimas de alta atividade, estabilidade e com possibilidade recuperacéo.
Neste contexto, a lacase, enzima amplamente encontrada na natureza, produzida via
fungos, bactérias e plantas, catalisa a oxidagado ou a redugao de diversos compostos,
como a cafeina. Neste trabalho foi avaliado a extracdo da cafeina nos graos verdes
de café utilizando agua como solvente extrator. Com base no modelo estatistico Box-
Behken avaliou o processo com trés variaveis, utilizando a razdo soluto/solvente,
tempo, temperatura e como resposta a concentragdao de cafeina em mg/g. Através
ponto 6timo obtido nos extratos para cafeina (37,07+ 1,94 mg/g) foram realizadas
analises de compostos fendlicos totais (36,72 + 3,84 mg EAG/g) e flavonoides totais
(9,36 + 0,8 mg ECAT /g) antes da extragdo da cafeina. Apds a otimizacdo, a
degradagdo enzimatica da cafeina foi estudada no qual foi desenvolvido um
planejamento fatorial com duas variaveis independentes: concentragdo de mediador
(Acido 4-hidroxibenzoico) e pH. A lacase produzida pelo fungo Trametes villosa e a
lacase comercial obtiveram rendimentos de degradacdo de 100 % sob condi¢des
semelhantes. A lacase bruta apresentou vantagens econémicas devido ao alto custo
da lacase comercial, porém, o processo de degradagado mais lento foi observado.
Através da cinética de degradacgao foi possivel observar que a lacase comercial em
pH 7,0 e concentragcdo de 2 mM de HBA tem capacidade de degradar a cafeina em
30 minutos de reacao.

Palavras-chave: Degradacao enzimatica; compostos bioativos; cafeina.



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 - Parana. 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 INTRODUGAO

O café esta entre as bebidas mais consumidas mundialmente. Este produto &
fundamental para a economia de paises como o Brasil que apresentou produgao de
58 milhdes de sacas em 2018, o que representa 36% da producédo mundial (ICO,
2018). Diversos compostos como metilxantinas, diterpenos, compostos fendlicos
podem ser encontrados no café, o que resultam em diferentes atividades bioldgicas.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), principal metilxantina do café, atua no
sistema nervoso central, sendo responsavel pelas caracteristicas estimulantes da
bebida (LUDWIG et al., 2014; NAJAFI; HAMID; AFSHIN, 2003). Entretanto, o excesso
de cafeina no organismo pode apresentar efeitos negativos, como mudancgas agudas
na pressao arterial (TURNBULL et al, 2017), alteracdo de alguns fatores que
influenciam na saude cardiovascular (ALMEIDA; PEREIRA; MOREIRA, 2013) e
evidéncias epidemioldgicas relacionadas ao cancer (ARAB, 2010). Além disso, a
cafeina e os diterpenos podem gerar outros efeitos negativos a saude, tais como o
aumento da fracao lipidica e modificar a fungao endotelial (GODOS et al., 2014).

Devidos aos efeitos negativos gerados pela ingestdo excessiva de cafeina ha
um aumento do consumo de café descafeinado, preconizando o desenvolvimento de
diversos métodos para remocdo deste alcaloide (RAMALAKSHMI; RAGHAVAN,
1999). Entre os procedimentos convencionais de descafeinacdo se destacam os
seguintes solventes: agua, acetato de etila, CO2 supercritico ou liquido e cloreto de
metileno (ICO, 2009). Entretanto, a remocgao de compostos por solventes organicos
vem sendo substituida por solventes menos agressivos ao meio ambiente. Além disso,
esses solventes podem extrair compostos que sao interessantes para as
caracteristicas sensoriais do café, o que pode influenciar na qualidade do produto.

No ponto de vista ecoldgico, fungos basidiomicetos como o Trametes villosa
desempenham uma importante fungao na producado de enzimas lignoliticas como a
lacase (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigene-redutase), obtendo-se um conjunto de
enzimas pertencentes a familia das multicopper blue oxidases. Essas enzimas
apresentam como fungao catalisar a oxidagao ou a redugao de diversos compostos,
incluindo a cafeina. O meio de degradacao de compostos recalcitrantes realizada por
fungos da podridao branca compreende as enzimas do grupo fenoloxidases, como a
lignina peroxidases (LiPss), manganés peroxidase (MnPs) e lacases. Cada fungo

apresenta uma diferente habilidade de degradacao desses compostos em razao de
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propriedades individuais qualitativas e quantitativas de suas enzimas (KAMIDA et al.,
2005).

Deste modo, novas técnicas de descafeinagcdo sao necessarias visando o
meio ambiente, saude humana e custo de aplicagdo do processo. O objetivo desta
pesquisa foi aplicar a lacase na degradacdo de cafeina como um eficiente
biocatalisador através de um método simples e eficaz. Variaveis como temperatura,
tempo de reagédo, pH, agitacdo e concentracdo do mediador sobre a atividade
enzimatica foram estudados. A estabilidade operacional e os parametros cinéticos

também foram avaliados visando as melhores condigbes para degradar a cafeina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de degradagao da cafeina através da enzima lacase.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar as melhores condi¢cdes para extracdo de compostos bioativos do
café;
o Otimizar a extragdo da cafeina dos graos verdes de café através do

planejamento fatorial Box-Behnken;

o Avaliar a concentragao de compostos fendlicos totais e flavonoides totais apos
a extracao da cafeina;

o Produzir as lacases através do cultivo do fungo Trametes villosa,;

o Determinar as melhores condigbes cromatograficas para analise do perfil e
concentracdes de cafeina;

o Otimizar a degradacgéo da cafeina por meio de delineamento fatorial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Café

3.1.1 A produgao do café

Em todas as partes do mundo o consumo de café esta crescendo anualmente,
onde ha investimentos governamentais e privados em pesquisas sobre este fruto,
tendo como objetivo melhorar a qualidade das sementes e bebidas, bem como a
ampliagdo do mercado e surgimento de novas cafeterias (EUROMONITOR
INTERNATIONAL, 2015). De acordo com a Organizacao Internacional do Café (ICO),
0s maiores produtores e exportadores mundiais do café sdo o Brasil, em primeiro
lugar, com 58 milhdes de sacas, compreendendo 36% do total produzido; seguido do
Vietnd, segundo lugar, com 29,5 milhdes de sacas, com 18% da produgéo global;
Colémbia, em terceiro, com 14 milhdes de sacas, sendo 9% da producdo mundial;
Indonésia, quarto, com 12 milhdées de sacas, com 8% da producdo mundial e
Honduras na sequéncia com 8,3 milhdes de sacas, apresentando cerca de 5% da
producado mundial (ICO, 2018).

O Brasil aumentou suas exportagées em 24,2% em julho de 2018, passando
a 2,33 milhdes de sacas. Os 10 primeiros meses de 2017 e 2018 cerca de 4% a menos
foram exportados pelo Brasil do que periodos de outubro de 2016 a julho de 2017.
Devido a greve nacional de caminhoneiros que ocorreu em maio de 2018, o total
exportado neste més foi muito menor do que em anos anteriores. Porém houve uma
recuperagcao nos meses seguintes, atingindo 4,9 milhdes de sacas, que corresponde
a 19,9% acima que 2017 e 10,3% acima que 2016. O Vietna aumentou em 20,7%
suas exportagdes de julho de 2017 até julho de 2018. O progresso das exportagdes
do Vietna esta relacionado ao aumento da producdo estimado em 15,5% para 29,5
milhdes de sacas em 2017/18. Por usa vez, a Coldmbia teve um crescimento de 7,5%
em julho de 2018, chegando a 1,08 milhdo de sacas, porém o total exportado pelo
pais no periodo 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 més de julho entre
os anos de 2014 e 2018.
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Figura 1- Exportagdes de café no més de julho.
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Fonte: ICO (2018).

Em relagcdo a producao de café no Brasil, a classificagdo dos 6 maiores
estados produtores em 2018, em ordem decrescente Minas Gerais (30,7 milhdes de
sacas, 53% da populagdo), Espirito Santo em segundo (12,81 milhdes de sacas, 22%
da produgao); Sao Paulo (6,07 milhdes de sacas,10% da produgao), Bahia (4,50
milhdes de sacas, 8%), Rondbnia (2,19 milhdes de sacas,4%) e Parana (1,05 milhbes
de sacas, 2% da produgédo) foram os principais estados produtores de café em 2018
(ICO, 2018).

A produtividade total para o ano de 2018 (Figuras 2 e 3) esta 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 arabica € mais afetada
pelo ciclo bienal, caracteristica natural causada pelo esgotamento da planta, sendo
gue no ano negativo ela se recupera para melhorar a produgao do préximo ano. Em
alguns estados ocorrem algumas excegdes, como o Parana, onde o inverno rigoroso
de 2013 inverteu seu ciclo bienal (CONAB, 2018).



18

Figura 2- Produtividade de café arabica no Brasil.
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A espécie conilon € mais resistente a pragas, suporta temperaturas mais

elevadas e deficiéncia hidrica. Além disso, apresenta maior produtividade (Figura 3).

Figura 3- Produtividade de café conilon no Brasil.
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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 composi¢cao. Esses aspectos serdao abordados nos

proximos topicos.

3.1.2 A composicao do café

Os compostos bioativos encontrados no café sao os principais responsaveis
por determinadas caracteristicas da bebida. A Tabela 1 apresenta as principais
caracteristicas sensoriais do café descritas pela literatura, bem como os compostos

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

de degustar o café.

Compostos Caracteristica Referéncia
sensorial
Acido Clorogénico Adstringéncia, amargor e FARAH, 2012; SALVA;
acidez. LIMA, 2007.
Cafeina Amargor MARTINEZ et al., 2014;

ESTEBAN-DIEZ;
GONZALEZ-SAIZ, 2004;

BELCHIOR et al., 2017,
PIAZZA; GIGLI;
BULBARELLO, 2008;

Carboidratos Corpo, amargor, espuma

Lipidios Corpo, amargor, aroma, ESTEBAN-DIEZ;
espuma GONZALEZ-SAIZ, 2004;
MARQUETTI, 2014;
PIAZZA; GIGLI,
BULBARELLO, 2008;
IVAMOTO et al., 2017;

ESTEBAN-DIEZ;
GONZALEZ-SAIZ, 2004;
PIAZZA; GIGLI;
BULBARELLO, 2008;

Proteina Corpo, espuma

FARAH, 2012;
MONTEIRO; TRUGO,
2005;

Trigonelina Amargor, aroma

Fonte: Autoria prépria (2021).

Estudos sobre o consumo do café e estresse oxidativo tém referido que o
consumo regular do café esta relacionado com aumento dos niveis de glutationa e a
melhoria da proteg¢ao contra danos no DNA (MARTINI et al., 2016). Outros estudos
relacionados ao café tém demonstrado efeitos benéficos como a redugao dos riscos
de desenvolvimento de derrame e certos tipos de cancer, redugdo do risco de
Parkinson e deméncia e 0 aumento na concentracdo e memoria devido a grande
variedade de compostos protetores presente nos graos de café (SAGON; AARP,
2013). Pode-se relacionar o aroma do café a composi¢do quimica das sementes
(Tabela 1). Durante o processo de torrefagdo ocorrem varias modificagdes quimicas
nesses compostos, provocando uma grande diversidade de compostos volateis.
Contudo, existem condicbes que podem afetar a composicado quimica das sementes,
como o solo, clima, espécies e cultivares de café, tipo de mistura, processamento pés-

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

A classificagdo do café ocorre uma etapa antes do processo de torrefacao,
onde sdo avaliados diferentes parametros de qualidade, incluindo impurezas,
tamanho, cor, aroma e sabor. Esta etapa é realizada por meio da classificagado do
produto, que acontece antes do armazenamento do café (THOMAZIELLO, 2014).

A classificacdo do café ocorre com critérios em trés diferentes categorias: tipo
ou quantidade de defeitos, caracteristicas da qualidade do produto e pelo tipo de
bebida que apresenta (THOMAZIELLO, 2014).

Tabela 2- Classificagao do tipo de café em relagido a quantidade de defeitos.

Tipo de café Quantidade de defeitos (300g)
Café tipo 2 4

Café tipo 3 5a12

Café tipo 4 13 a26

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 prépria (2021).

A classificagdo quanto ao tipo de café é feita com uma amostra de 300 g,
onde, sao atribuidos valores de 2 a 8 de acordo com a Tabela 2. Os numeros indicam
a quantidade de defeitos presentes na amostra, onde sera classificado conforme este
valor. Os tipos 2 e 3 apresentam melhor qualidade, ja os tipos 6, 7 e 8 sédo de
qualidade inferior. E necessario realizar um fracionamento e uma composta das sacas
para depois misturar essas fragdes e a partir delas coletar a amostra de 300 g para a
classificagao do tipo de café (THOMAZIELLO, 2014).

3.2 Compostos bioativos

Compostos bioativos sdo compostos que apresentam atividade biolégica em
um organismo vivo, tecido ou célula. Dentre eles, se destacam os compostos
fendlicos, os quais sdo encontrados nas plantas, uma vez que sdo metabdlitos
secundarios produzidos frente a adversidades como clima, qualidade do solo, excesso
de radiacao ultravioleta, etc. Dessa forma, estes compostos estdo presentes em
alimentos e bebidas de origem vegetal, tais como cha preto, vinho tinto maturado,
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café, cacau (CROZIER; JAGANATH; CLIFFOR, 2009), nozes, frutas citricas, roma,
vinho tinto, uva e mirtilo (DEL RIO et al., 2013).

Em aspectos semelhantes sobre o café na saude a capacidade antioxidante
e o alto consumo sao relacionados com maior frequéncia. No café, os compostos
biaotivos sao representados por compostos antioxidantes, que incluem compostos
fendlicos (acidos hidroxicinamicos, como os acidos cafeico, ferulico, cumarico e
clorogénico), compostos aromaticos, melanoidinas (produzidas pela reagdo de
Maillard) e a cafeina (LIMA et al., 2010; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2014).

Os compostos fendlicos apresentam caracteristicas antioxidantes, que
refletem na sua capacidade de reduzir a atividade de radicais livres. Os radicais livres
estdo presentes no organismo desempenhando importantes processos metabdlicos.
Diversos fatores como estresse, excesso de alimentos industrializados, exposicao a
poluigdo, consumo de nicotina contribuem com o aumento da quantidade de radicais
livres no organismo. Entretanto, o excesso desses compostos afeta o sistema
biolégico por meio de reagdes como peroxidacao lipidica, oxidagdo de proteinas e
danos ao material genético. Deste modo, os radicais livres estdo associados a
doencas como cancer, aterosclerose, diabetes, cardiovasculares e degenerativas
como o Alzheimer (XAVIER, 2017).

A partir do café verde, café torrado e café soluvel é possivel realizar a extragao
de compostos fendlicos de diferentes classes. Os processos de extracdo mais
comumente utilizados incluem a extragdo sdlido-liquida continua (Soxhlet) ou a
descontinua através do uso de solventes organicos, dentre eles etanol, metanol,
isopropanol ou acetona. Apesar do uso de solventes para extragcdo de compostos
fendlicos ser bastante utilizado, os compostos quimicos presentes podem provocar
algumas desvantagens, nas quais a redug¢ao ou perda de certos compostos ativos em
virtude de processos que acontecem como a ionizagao, hidrélise ou oxidagédo no
decorrer da extragao (UPADHYAY; RAMALAKSHMI; RAO, 2012).

Mussato et al. (2011) trabalharam com a extragcdo de compostos fendlicos
antioxidantes de graos de café utilizando a técnica solido-liquido e como solvente
organico o metanol. Os resultados obtidos pelos autores demonstraram ser um
método eficiente na extragcdo de compostos fendlicos antioxidantes, porém a extracao
de flavondides, compostos fendlicos totais e acidos clorogénicos foram acometidos
pela concentracao de metanol, relagao solvente/sélido e tempo de extragao utilizado.

Apesar de o metanol ser amplamente utilizado nesses processos, a sua caracteristica
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téxica levanta questbes importantes, principalmente quando objetivo final dos
compostos extraidos utilizando o metanol € o emprego em alimentos e industrias

farmacéuticas.
3.2.1Cafeina

A cafeina (1,3,7N-trimetilxantina) (Figura 4) € um alcaloide de purina com uma
vasta ocorréncia em diversas plantas, tais como: café, cha, mate, nozes de cola,
cacau e guarana (BORTOLINI et al., 2019; LUDWIG et al., 2014; NAJAFI; HAMID;
AFSHIN, 2003). De acordo com Raut et al. (2013) a cafeina apresenta acéao
quimioprotetora nas plantas, agindo como inseticida, inibidor de fungos e bactérias.
Em bebidas como café, cha e erva mate, a cafeina esta relacionada ao sabor amargo.
A cafeina atua no sistema nervoso central e tem, portanto, propriedades estimulantes,
sendo absorvida de maneira muito rapida, em aproximadamente 60 minutos apds seu
consumo (LANG et al.,2013).

Figura 4- Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: Farah (2012).

As quantidades de cafeina 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 as condigdes genéticas e ambientais
(FARAH, 2012). Além disso, efeitos como altitude, sombra e processamento pds-
colheita influenciam a quantidade de cafeina e outros compostos bioquimicos na
qualidade de graos verdes de café arabica (WORKU et al., 2018). A Tabela 3

apresenta diferentes formas de verificar o teor de cafeina em diferentes amostras.
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Tabela 3- Métodos de analise adotados para verificar o teor de cafeina entre diferentes tipos de

café em regides diversificadas.

- Pais de Método de Cafeina :
Espécies . ~ Amostra Literatura
origem extragéo (mg/g)
Robusta  Vietnam Infus&o Graos 74,3 (Jeszka-Skowron et al., 2016)
verdes
- = Gréos
Robusta  Indonésia Infuséo 81,7 (Jeszka-Skowron et al., 2016)
verdes
Arabica Brasil Infuséo Graos 36,2 (Jeszka-Skowron et al., 2016)
verdes
Arabica Laos Infus&o Graos 38,5 (Jeszka-Skowron et al., 2016)
verdes
- . = Gréos
Arabica China Infusdo 34,1 (Jeszka-Skowron et al., 2016)
verdes
- . o Gréos .
Arabica Etiopia Cloroformio 35,6 (Asfew; Dekebo, 2019)
verdes
- . Metanol/agua Gréos
Arabica Brazil (70:30 v/v) verdes 12,74 (De Luca et al., 2018)
- . Metanol/agua Graos
Arabica Costa Rica (70:30 v/v) verdes 44,69 (De Luca et al., 2018)
- Metanol/agua Graos
Arabica Kenya (70:30 v/v) verdes 25,52 (De Luca et al., 2018)
- s Metanol/agua Gréos
Arabica México (70:30 v/v) verdes 36,91 (De Luca et al., 2018)
. Metanol/agua Graos
Robusta Vietnam (70:30 v/v) verdes 61,53 (De Luca et al., 2018)
Robusta India Infusso Cafpeéem 23,2 (Macheiner et al., 2019)
Arébica  Brasi Infus&o Ca‘;eéem 13.2 (Macheiner et al., 2019)
Ardbica  Guatemala Infus&o Graos 14,2 (Macheiner et al., 2019)
verdes

Fonte: Autoria prépria (2021).

O consumo da cafeina apresenta muitos beneficios, como mencionado

anteriormente. Porém, estudos relacionados a sintomas menos conhecidos indicam

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

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

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

A maioria dos especialistas em saude indica um consumo maximo diario de cafeina
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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 cafeina no corpo humano devido ao excesso e uso moderado a

longo prazo.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A biossintese da cafeina apresenta trés vias possiveis, a comecar da xantina
ou xantosina (HUANG et al., 2016). Na espécie C. arabica, a principal via comega com
a xantosina (nucleosideo xantina) sofrendo trés N metilagdes ordenadas nas posigdes
7, 3 e 1. A metilacdo da xantosina 7 ocorre através da N-metiltransferase (NMT)
dependente da S-adenosilmetionina (SAM) que é um cofator enzimatico ao mesmo
tempo que a metilagdo nas posi¢cdes 3 e 1 podem ser catalisadas por uma unica
proteina com dupla atividade ou por enzimas individuais. A biossintese pode ser
explicada pela Figura 6. A participagdo de uma ou duas enzimas nas ultimas reagdes
depende de diversas condigdes, tais como: tecido, desenvolvimento e ambiente, de
maneira independente a metilagao -3 resultardo na formacao de teobromina, este
alcaloide precede a da cafeina (DENOEUD et al., 2014; JIN et al., 2014; MIZUNO et
al., 2003).
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Figura 6- Processos que ocorrem nas vias de sintese da planta (A) e na degradagao da cafeina
no corpo humano (B).
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Fonte: Oliveira (2007).

3.2.2 Acidos Clorogénicos

O acido clorogénico integra um grupo de ésteres constituidos de acidos
transcinamicos, dentre eles o acido cafeico, acido ferulico e acido quinico sdo os
principais (Figura 7). Outros compostos, incluindo os acidos cafeoilquinicos (CQA) e
os acidos feruloilquinicos (FQA), nos quais podem ser identificados em diversas
formas isoméricas, sao formas resultantes de acidos clorogénicos. O principal isémero
e mais frequentemente encontrado no acido clorogénico é o acido 5-O-cafeoilquinico
(CANO-MARQUINA; TARIN; CANO, 2013).

Os compostos fendlicos mais abundantes no café sdo os acidos fendlicos. O
principal acido fendlico do café é o acido cafeico, que por sua vez, nao apresenta
relacdo com a cafeina. O acido cafeico pode ser convertido em acido ferulico, outro
tipo de acido fendlico pela intervengao da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT).
Nas duas situagdes os compostos sdo capazes de gerar uma ligagao éster juntamente
com acido quinico e formar um isbmero de maneira aleatdria presente na familia dos
acidos clorogénicos (CANO-MARQUINA; TARIN; CANO, 2013).
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Figura 7- Os polifendis mais abundantes no café.
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Fonte: Cano-Marquina; Tarin; Cano (2013).

Os acidos clorogénicos dentre os compostos fendlicos sdao os mais
abundantes no café, caracterizando 98% de seu conteudo fendlico total, onde os
restantes 2% sdo compostos de alquilmetoxifendis, alquilfendis, metoxifendis e outros
como pirogalol, catecol e fenol (TRESSERRA-RIMBAU et al., 2014).

Garambone e Rosa (2007), em estudos relacionados aos beneficios do acido
clorogénico, obtiveram em todos os testes realizados in vitro resultados promissores
indicando o acido clorogénico como um potente antioxidante.

Yan et al. (2017) estudaram os efeitos do acido clorogénico sobre o carcinoma
hepatocelular e obtiveram como resultado a quimioprote¢ao e a prevencao do avango
do carcinoma. O acido clorogénico € importante na dieta humana, pois de acordo com
estudos epidemioldgicos realizados reduz o risco de algumas doengas crénicas e o

cancer.

3.2.3 Trigonelina

A trigonelina € um alcaldide com férmula C,H,NO, (Figura 8A), procedente da
metilacdo enzimatica do acido nicotinico. No café, este alcaloide colabora para com o
sabor amargo da bebida. Durante o processo de torrefagéo ocorre a desmetilagao da

trigonelina, produzindo o acido nicotinico (Vitamina B3). Durante o processo de
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torrefagdo, aproximadamente 60% da trigonelina inicial degrada-se, desde modo
ocorrera a formacao de dioxido de carbono, agua e a formagado de compostos

aromaticos, como pirrois e piridinas responsaveis pelo aroma (FARAH, 2012).

Figura 8- Estrutura Quimica da trigonelina (A), Acido Nicotinico (B).
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Fonte: Farah (2012).

Vignoli et al. (2014), no estudo do processo de torrefacédo e seus efeitos nos
compostos bioativos, observaram niveis de trigonelina que variaram de 3,3 a 1,4/100 g
para espécie arabica e de 2,2 a 0,2 g/100 g para robusta. Estes niveis de trigonelina
tiveram uma reducéo de cerca de 90% apds o processo de torrefacao.

Farah et al. (2006), na avaliagao entre qualidade do copo e atributos quimicos
do café brasileiro, observaram que quando a qualidade dos graos verdes era ruim, os
niveis de trigonelina reduziram de 1,34 g/100 g MS a 0,96 g/100 g MS. Alves et al.
(2007) estudaram a composi¢cado quimica de cafés torrados do cerrado e do Sul de
Minas Gerais e verificaram a diminui¢ao do teor de trigonelina com perda da qualidade

do café, independendo da regido obtida.

3.3 Processo de descafeinagao

De acordo com a resolucdo RDC n°277, de 02 de setembro de 2005, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece que o produto
considerado descafeinado deve apresentar o valor maximo permitido para cafeina de
0,1% (g/100g) e caso seja um descafeinado soluvel, o valor maximo podera chegar
até 0,3 (g/100g) (BRASIL, 2005).

Devidos aos efeitos negativos gerados pela cafeina sobre a saude, houve um

aumento do consumo de café descafeinado, estabelecendo o desenvolvimento de
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diversos métodos para remogao deste alcaldide. O processo de descafeinagéo ocorre
nos graos verdes inteiros antes da etapa de torrefagao (LIMA et al., 2010).

O nucleo de pesquisa orientado a problemas — SP (NPOP-IAC) é voltada ao
desenvolvimento de cultivares arabica sem a cafeina. Este estudo apresenta um
meétodo alternativo que através da edicado gendmica obter uma cultivar sem ou com
niveis baixos de cafeina. O método proposto consiste no silenciamento do gene
responsavel pela sintese da cafeina nas plantas. Este conhecimento sera aplicado em
variedades comerciais que ja contém qualidades agronémicas e industriais
interessantes (FILHO, 2021).

Em setores da industria os graos de café sdao submetidos a processos de
descafeinacgéo, sendo diferenciados em quatro procedimentos, geralmente de acordo
com o solvente usado para extracdo da cafeina (agua, acetato de etila, CO2
supercritico ou liquido e cloreto de metileno). Entre as etapas basicas (Figura 9), sao
descritos quatro meios de processamento, os quais incluem: aumento do volume dos
graos de café verde em agua ou vapor para disponibilizar a cafeina para extragao,
processo de extragédo da cafeina dos graos, utilizagao de vapor para remogao de todos
os residuos de solventes dos graos (se aplicados) ou recuperagcédo dos adsorventes
(se aplicados) e a reintegragdo da sua quantidade normal de umidade através da
secagem dos graos de café descafeinado (ICO, 2009).

Para o processo de extragcdo da cafeina ser bem eficaz, o controle das
condigdes operacionais deve ser rigoroso, dentre elas a pressao, temperatura e
tempo, que se fundamentam em mecanismos da etapa de transferéncia fisica. Em
razao da diferenga de concentracao, a transferéncia da cafeina acontece por difuséo,
da estrutura celular para o solvente, que contorna o grdo até o momento que a
concentracéo da cafeina € a mesma dentro e fora do mesmo (ICO, 2009).

Dentre os quatro métodos utilizados para descafeinacao, o que diferencia é a
selegao da substancia para extragao. Método hidrico: Durante a imersao do café verde
em agua, a cafeina presente € dissolvida e removida. Com este processo é possivel
que haja grande perda da parcela do carater aromatico do café. Com finalidade de
resolver este problema, o liquido € saturado juntamente com os elementos
hidrossoluveis do café. Seguidamente, é utilizado carbono ativado ou outros
adsorventes para remocgao da cafeina, que a mantém para posteriormente o extrato

ja sem a cafeina pode ser reciclado (ICO, 2009).
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Figura 9- Processamento do café e diferentes métodos convencionais de descafeinagao nos
graos verdes aplicados na industria.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Método do acetato de etila (AE): no decurso da descafeinagao, utiliza-se uma
combinagdo de agua e acetato de etila. E realizado o AE circular em torno dos graos
embebidos em agua em um recipiente destinado a extragdo da cafeina. Desse modo
€ escoado do recipiente a mistura contendo agua, acetato de etila e cafeina. Assim
repetidamente esta fase ocorre, até o0 momento em que a quantidade residual de
cafeina tenha atingido ou esteja abaixo do nivel maximo autorizado por lei de 0,1%
(ICO, 2009).

Método do didxido de carbono supercritico e método do diéxido de carbono
liquido: o diéxido de carbono € um composto de alta pureza, podendo ser encontrado
no ar e na agua. Em determinados estados, o COz2 possibilita a extragéo seletiva de
cafeina, ndo afetando a maior parte dos demais componentes do grao. A utilizagao do
CO2 em condigao supercritica (a meio de seus estados liquido e gasoso) solicita uma
pressao alta (até 250 atmosferas). Para que este processo seja financeiramente
possivel ha necessidade de uma produgdo em larga escala. Também ¢é viavel a
utilizacao de CO: liquido na extracao da cafeina, porém ha necessidade de pressdes
e temperaturas menores e requer mais tempo para realizar a extragao (ICO, 2009).

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

cafeina é extraida 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 graos
embebidos na agua para retirar a cafeina. Esta etapa se repete muitas vezes, até a
quantidade residual de cafeina tenha atingido ou encontre-se abaixo do teor maximo
permitido por lei de 0,1% (ICO, 2009).

Abrahao et al. (2008) na analise de compostos bioativos em café integral e
descafeinado e qualidade sensorial da bebida, observaram a influéncia que o
processo de descafeinacdo acomete a qualidade sensorial do café; a utilizagdo do
diclorometano e etapas como torracdo alteram a concentracdo dos compostos
bioativos e o unico composto que permanece estavel durante as etapas de
processamento € a cafeina.

Toci, Farah e Trugo (2006) avaliaram que o diclorometano aplicado no
processo de descafeinacdo afeta a composi¢cdo quimica das espécies C. arabica e C.
canephora. Outros compostos como sacarose e acidos clorogénicos (acido 5-
cafeoilquinico) também foram reduzidos. O composto que sofreu maior impacto da
descafeinacéo foi o teor de proteinas. Todas estas alteragdes causam modificagdes
nas caracteristicas sensoriais da bebida e em termos fisiologicos.

Diversos estudos relatam a degradacdo da cafeina 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 degradagédo deste
composto. Diante disso, as caracteristicas da enzima lacase se mostram promissoras
na degradacgao de compostos recalcitrantes, bem como no desenvolvimento e estudos

de metodologias aplicadas a descafeinacao do café.

3.4 Lacase

A aplicagao industrial utilizando enzimas tem sido de grande importancia nos
ultimos anos. As enzimas devido a sua alta eficiéncia, alta seletividade e reacdes
ambientalmente benignas tém chamado muita atengdo para o tratamento ou a
remocao de poluentes ambientais e industriais (VISWANATH et al., 2014).

Enzimas como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacases
fungicas englobam as principais classes que foram analisadas para a remocgao de
compostos fendlicos téxicos de efluentes industriais e a degradagao de xenobidticos

resistentes. Contudo, diversos relatérios acerca de melhorias na producdo dessas
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enzimas foram publicados recentemente, como mudangca nas condicbes de
crescimento, utilizagdo de substratos e indutores de crescimento de menor preco
(residuos agricolas e alimentares) e a descoberta de novas cepas de fungos
(VISWANATH et al., 2014).

Na natureza as lacases sao enzimas produzidas por plantas, fungos, bactérias
e insetos (WANG et al., 2015). Estes biocatalisadores sao diferenciados nos diversos
organismos, poréem todas elas catalisam processos de polimerizagdo e
despolimerizagéo (RIVA, 2006).

A primeira lacase foi relatada em 1883 em uma arvore 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 a possibilidade de melhorar as
taxas de oxidacao de poluentes e amplificar a gama de compostos oxidaveis por
intermédio de mediadores redox. Sdo substratos de baixa massa molecular de lacase
onde s&o oxidados enzimaticamente para produgao de radicais orgéanicos, das quais
posteriormente oxidam compostos adicionais de uma maneira abiotica (JAHANGIRI
et al., 2017).

A imobilizagcdo de enzimas é um processo de muito interesse na area de
biotecnologia industrial, a elaboragdo otimizada desses biocatalisadores torna
possivel sua aplicagao a operacdes de processo continuo, facilitando a intensificagcao
da técnica. A utilizacao destes biocatalizadores possibilita recuperacao e reutilizacao,
fornecendo uma atividade continua do reator, sendo uma condi¢cao importante para
aplicagdes industriais devido a custos do processo (DEMARCHE et al., 2012).

Contudo, devido a falta de disponibilidade comercial, o uso de isoformas de
lacase foi ignorado mesmo apresentando uma ampla variedade de campos. Algumas
propostas de aplicagbes industriais para lacases sao relacionadas a industria de
celulose e papel, aplicacbes téxteis, sintese organica e aplicacbes ambientais,
alimenticias, farmacéuticas e nanobiotecnolégicas (KUNAMNENI et al., 2008). Na
area biotecnoldgica muitas aplicagbes resultaram na necessidade de amplificar o
espectro de organismos positivos para lacase e utilizar seu potencial de produg¢ao de
lacase (MACIEL; SILVA; RIBEIRO, 2010).

Devido a necessidade de estabilidade operacional em longo prazo e pela

dificuldade em reaproveitar a lacase o emprego industrial da lacase ainda € limitado,
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sendo necessaria a melhoria das propriedades da enzima, que poderia ser
parcialmente resolvido pelo estudo das diversas isoformas (VRSANSKA et al., 2017).

As lacases apresentam diversos usos nas industrias de alimentos, celulose,
papel, téxteis, farmacéutica nanobiotecnologia, bem como nas areas de
nanobiotecnologia, sintese orgéanica, ambiental. As lacases também sdo muito
utilizadas para imobilizagdo e desenvolvimento de projetos eficientes, de baixo
impacto e de baixo custo (KUNAMNENI et al., 2008). A utilizagdo das lacases para
aperfeicoar os parametros sensoriais dos produtos alimenticios se amplia aos
sistemas de diagndstico, porém nao se limitam aos processos de tratamento. Com
base na lacase diversos biossensores amperométricos para verificagdo do conteudo
de polifendis em produtos alimenticios foram desenvolvidos, integrando o vinho,
cerveja e cha (OSMA; TOCA HERRERA; RODRIGUEZ-COUTO, 2010).
Comercialmente, as lacases foram utilizadas para remocgédo do polimero de lignina
estrutural de tecidos de madeira (deslignificar), gerar etanol e diferenciar entre morfina
e codeina. Estudos intensos foram realizados nos ultimos anos, devido a grande
variedade de lacases, seu emprego e suas propriedades interessantes (VISWANATH
et al., 2014).

Os fungos da decomposi¢cao da madeira chamados de fungos da podridao
branca pertencem a classe dos basidiomicetos, os quais sdo os mais frequentes e
eficientes na sintese de enzimas exocelulares, que degradam a lignina, como a
lacase. Alguns basidiomicetos podem constituir enzimas ligninoliticas no seu
metabolismo secundario, deste modo se tem a necessidade de identificar estes
microrganismos € criar estratégias para uma alta producdo (ELISASHVILI;
KACHLISHVILI, 2009).

Os fungos pertencentes a classe dos basidiomicetos podem se reproduzir de
duas maneiras: sexuada (esporos) ou assexuada (crescimento vegetativo). Quando a
massa micelial esta em formacao é possivel observar em microscopio hifas septadas,
bem desenvolvidas, as quais constituem o micélio. Grandes partes dos basidiomicetos
em seu desenvolvimento decorrem de trés fases miceliais, gerando o micélio primario,
secundario e terciario (RAMPINELLI, 2016).

Ling et al. (2015) avaliaram a atividade da lacase extracelular na capacidade
de descoloragao de corantes da podridao branca do fungo Trametes sp e ressaltaram

a alta eficiéncia da producao de lacase com 6timos niveis de rendimento em curtos
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periodos de tempo, destacando a importancia dessas caracteristicas para aplicagdes
industrial, ambiental e comercial.

O fungo Trametes versicolor pertence a familia dos fungos lignoliticos,
geralmente encontrado em madeira. Este fungo se localiza na maior parte de paises
tropicais, apresentando uma extensa distribuigdo, sendo a espécie mais
frequentemente encontrada (ZAMPIERI, 2006).

Durante o crescimento e o tratamento nutricional dos fungos, como exemplo
as fontes de nitrogénio ou carbono, € capaz de influenciar o perfil da isoforma da
lacase, de modo a prejudicar a produtividade. Uma caracteristica importante se refere
ao perfil da lacase e suas concentragdes, pois as distintas isoformas apresentam
propriedades cataliticas particulares (BERTRAND et al., 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos Laboratorios de Biotecnologia, Microbiologia, e
Laboratério de Multiusuarios de Equipamentos e Analises Ambientais (LAMEAA) do
Departamento de Quimica e Biologia (DAQBi) da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana (UTFPR). A Figura 10 apresenta as principais etapas realizadas, onde os
graos de café verde foram triturados e padronizados entre 100 e 65 mesh (0,149 mm
— 0,212 mm). Os graos moidos foram submetidos a ensaios de extragdo a quente,
usando agua como solvente. Enzimas lacases foram usadas para avaliar a
degradagao da cafeina da matriz, a qual foi monitorada por meio de analises de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Figura 10- Etapas para obtengao do extrato de café verde, aplicagido da lacase e quantificacdo
em CLAE.

. Lacase

Aguaquente £ ) i
= @ »
1
ﬁ HPLC

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.1 Reagentes, Meios e Nutrientes

Os reagentes, meios e nutrientes utilizados na pesquisa sdo descritos na
Tabela 4.



Tabela 4- Composicéo dos nutrientes e reagentes utilizados como base neste experimento.
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Item 5.2 Item 5.3 Item 5.4 Item 5.5 Item 5.6 Item 5.7 Item 5.8 Itens 5.9 ¢ 6.0
Batata Acetato de _ Folin-Ciocalteu Nitrito de Trolox Cafeina
dextrose D Kasvi Y 1 Acetonitrila . . . ,
4gar extrose (Kasvi) _sczdlc? (Honeywell (Slgma- .SCBdIC.) (Slgma- (Slgma-
(BDA) (Din&mica) Aldrich) (Dindmica) Aldrich) Aldrich)
ABTS Metanol Carbonato de Cloreto de DPPH Acetato de
Peptona (Synth) (Sigma- célcio aluminio (Sigma- sodio
(Honeywell)
Aldrich) (Din&mica) (Synth) Aldrich) (Din&mica)
Sulfato qe Amdp galico Cat_equma Alcool etilico Metanol
manganés (Sigma- (Sigma~ " pinamica)  (Honeywell)
(Synth) Aldrich) Aldrich)
Sulfato de cobre Hidréxido de Acm(igi;orifao_rlco
(Synth) sédio (Synth) Aldrich)

Carbonato de
sodio (Synth)

Fonte: Autoria prépria (2021).
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4.2 Obtencao do Fungo Trametes villosa e condigoes de Cultivo

O fungo Trametes villosa utilizado para producao de lacase foi gentilmente
cedido pelo laboratério de Microbiologia da UTFPR (Campus Ecoville) e mantido em
agar batata dextrose até o momento de sua utilizagdo, com repiques a cada 30 dias.

Para seu cultivo foi utilizado Batata dextrose agar (BDA). O meio de cultura
foi previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos, posteriormente o meio foi
distribuido em placas de petri e em seguida conservado sob refrigeracéo a 4 °C.
Posteriormente o fungo foi repicado para o meio BDA e transferido para uma estufa a

28 °C, por um periodo de 7 dias e armazenado sob refrigeragao a 4 °C.

4.3 Preparo do Meio de Cultura Liquido

Em erlenmeyers contendo 50 mL de agua 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 nitrogénio, 3 mL de sulfato de manganés (MnSQO4) e 3 mL de sulfato de cobre
(CuSOa4). Apds a adigao dos nutrientes o meio liquido foi autoclavado a 120 °C por 15
minutos (PENARIOL et al., 2008, modificado). Para realizar a transferéncia do fungo
do meio batata-dextrose-agar (BDA) para o meio liquido, foram utilizados tubos de
ensaio com didmetro em torno de 14 mm para cortar o micélio fungico. Com o auxilio
de palitos de madeira, trés discos foram transferidos para cada meio liquido, de modo
que o micélio ficasse voltado para parte de cima do meio. Finalmente, o crescimento

fungico ocorreu em estufa a 28 ° C por 7 dias.

4.4 Obtencao do Extrato Enzimatico e Determinagao da Atividade de Lacases

Apés os sete dias, o meio de cultura liquido foi submetido ao processo de
filtracdo para obtencdo do extrato. Foram utilizados papel filtro quantitativo (C40
125 mm) para retencéo de residuos soélidos e o extrato enzimatico foi congelado até o
momento de sua utilizagao.

Para determinacgao da atividade enzimatica foram utilizados tubos de ensaios.
As leituras foram conduzidas em ftriplicata, onde se adicionou nos tubos 1,7 mL de
tampao acetato de sédio 50 mM pH 5, 100 microlitros do extrato bruto (diluicao 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 °C. A leitura foi realizada em espectrofotometro (UV-VIS digital
microprocessado, modelo UV-M51, marca Bel Photonics) a 420 nm. Para o branco foi
substituido o extrato bruto por agua destilada, o calculo para atividade enzimatica foi

realizado de acordo com a Equacgéo 1:
Atividade enzimatica=Abs x F x D (Equacéao 1)

Onde, Abs é a absorbancia, F € o fator de atividade enzimatica (0,111 U/ml
ou 111 U/L) e D o fator de diluicdo da amostra (HOU et al., 2004).

4.5 Otimizacgao da extragao de cafeina dos graos verdes de café

Os graos 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 extracdo da cafeina.

As condi¢des de extracao foram otimizadas, de acordo com Bruns, Scarmino
e Barros Neto (1995), por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) e
regressao linear multipla, a qual apresenta uma equacdo polinomial de segunda
ordem (Equacao 2), sendo y a resposta predita, Bo, Bi,, Bi € Bij 0s coeficientes de
regressao intercepto, linear, quadratico e interagdo de termos e xi e Xij, as variaveis

independentes.

3 3

V=Bo- ) B + ) Byxi+ 22: i B (EquagZo 2)

i=1 i=1 i=1 j=i+1

As variaveis independentes utilizadas foram: x1: concentragdo de solvente, x2:

tempo e xs: temperatura (Tabela 5).
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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 prépria (2021).

Apos a obtencao dos extratos, eles foram submetidos a uma técnica de
precipitacdo visando obter uma amostra limpida, sem particulas. Foram adicionados
em eppendorf 500 uL do extrato e 500 yL de uma solugdo metanol:acetonitrila (80:20,
vol/vol). Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000 x g para neutralizar
e esterificar a solugao, formando um precipitado o qual foi descartado (MARSZALEK
et al., 2019). Apds a centrifugagao os extratos foram diluidos em agua (1:1000) e a
cafeina foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme

descrito na secao 4.10.

4.6 Determinagao de compostos fendlicos totais

A determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais foi realizada
de acordo com método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965), com
modificagdes. Em tubos de ensaio foram adicionados de maneira ordenada 2,2 mL de
agua 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 calcio (20%). As amostras foram agitadas novamente e conservadas
no escuro por 1 hora. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (UV-VIS digital
microprocessado, modelo UV-M51, marca Bel Photonics) em comprimento de onda a
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765 nm. Para construgdo da curva padrao (y = 0,0014 x + 0,0425; R? = 0,9939) foi
utilizado o acido galico, sendo os resultados apresentados em mg de acido galico

equivalente por litro de extrato (mg EAGIL).

4.7 Determinagao 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 uL de
extrato de café verde, 1525 uL de agua deionizada, 75 pL da solugédo de nitrito de
sédio (5%) e agitados em vortex. Apds 5 minutos, foram adicionados 150 uL de cloreto
de aluminio (10%) e agitados em vortex novamente. Por fim foi adicionado 500 pL de
hidroxido de sodio 1 mol/L e agitados em vortex. A absorbéancia foi determinada em
510 nm em espectrofotometro (UV-VIS digital microprocessado, modelo UV-M51,
marca Bel Photonics). A catequina foi utilizada para constru¢ao da curva padrao (y =
0,0032 x + 0,0201; R?= 0,9903) e os resultados foram expressos em miligrama de

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

4.8 Degradacgao da Cafeina por Lacase

Estudos preliminares foram realizados para posterior aplicagdo de um
planejamento fatorial com base nos dados obtidos. Para realizar os ensaios de
degradagao da cafeina, foi preparado uma solucao estoque de cafeina de 1000 ppm.

As reacdes foram realizadas em erlenmeyer de 25 mL, onde os seguintes
reagentes e solug¢des foram adicionadas: acetato de sédio 50 mM pH 5,0, 6,0 e 7,0,
acido 4-hidroxibenzoico (1, 1,5 e 2,0 mM), acetona e metanol (Figura 11).

Concentragdes de lacase comercial (=7000 U/L), lacase bruta (=14000 U/L).



Figura 11- Agcao da enzima lacase na degradacgao da cafeina com a interagdao de mediador
natural e sintético.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Figura 12- Cinética de degradacao da cafeina.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Tabela 6- Modelo dos experimentos preliminares aplicadas para degradagao da cafeina.
ID LB LC Acetona Metanol HBA HBA HBA pH
(30%) (30%) (1,0mM) (1,5mM) (2,0 mM) 5

LAC1 X

LAC2 X X
LAC3
LAC4
LAC5
LAC6
LAC7
LACS8
LAC9
LAC10
LAC11
LAC12
LAC13
LAC14
LAC15
LAC16
LAC17
LAC18
LAC19
LAC20
LAC21
LAC22
LAC23
LAC24

x| x| % X|~%

x| X| X| X| X X

X

x
X X X| X| X| X| X

X
X| X| X| X| X| X| X

X X X X X| X| X| X| X| X| X| X| X X X X
X

Fonte: Autoria prépria (2021).

O planejamento fatorial 22 (total de 9 experimentos) foi elaborado para avaliar
a eficiéncia da enzima lacase na degradacao da cafeina. As variaveis independentes
utilizadas foram: x1: concentragado do mediador acido 4-hidroxibenzoico (HBA) e x2: pH
(Tabela 7). A escolha das variaveis e seus respectivos niveis foram escolhidas através

de estudo preliminares realizado na etapa anterior.



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 prépria (2021).

4.9 Cinética de degradacao
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A cinética de degradacado da cafeina foi realizada com base nos resultados

obtidos na etapa 4.8.

Tabela 8- Tempos de degradagao avaliados em relagdo aos ensaios que apresentaram

degradacdo em um periodo de 24 horas.

Reagbes Degradativas

Tempo

Experimento 4
Experimento 6
Experimento 7

Experimento 9

30 Min
1 Hora
2 Horas
3 Horas
4 Horas

5 Horas

Fonte: Autoria prépria (2021).

As amostras foram preparadas em duplicatas e as condicbes de cada

experimento n&o foram alteradas.

410 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises para cafeina, como validacao e quantificacao foram realizadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos

(Prominence®, Shimadzu), constituido por uma bomba quaternaria LC-20AT,

degaseificador DGU-20A, amostrador automatico SIL-20A (volume de injecao de 50

ML), detector de arranjo de diodos SPD-M20A (200 a 400 nm) utilizando coluna com



43

fase estacionaria octadecilsilica YMC Inc, USA (YMC-Pack ODS-AQ AQ 12S05-
1546WT 150 x 4,6 mm I. D. S- 5 ym, 12 nm. n° 041580141 W) no modo reverso de
eluicdo. A fase movel utilizada foi composta de metanol e acido fosférico 0,1% (65:35)
com forca suficiente para promover a eluicdo do analito. A analise e processamento
de dados foram adquiridos através do software LC Solutions.

O desenvolvimento para validar o método cromatografico se deu através do
preparo de uma solucao estoque de cafeina a 1000 ppm onde foi diluida a 1 ppm
visando determinar as melhores condi¢gdes na fase mével, propor¢des dos solventes,
volume de injegao e melhor tempo de retengéo para a amostra.

A curva de calibragao foi preparada através da diluicdo da solugao estoque,
variando de 1 a 25 ppm. A partir da curva de calibragdo determinou-se os parametros
linearidade, limites de detec¢ao e quantificacéo.

Para avaliar a concentragdao de cafeina nos extratos obtidos 1 mL de cada
extrato foi adicionado juntamente com 1 mL de metanol:acetonitrila (80:20, v/v) e
submetidos a centrifugagdo (1000 x g) por 10 minutos (MARSZALEK et al., 2019).
Apods a centrifugagdo o sobrenadante foi recuperado e diluido em agua ultrapura
(1:1000).

Para avaliar a degradacao da cafeina, as amostras foram centrifugadas (1000
x g) por 10 minutos. Deste modo o sobrenadante foi recuperado e quantificado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.11 Analise Estatistica

A ferramenta de analise para ajuste dos modelos matematicos foi o software
Statistica 7.0. O planejamento experimental aplicado foi o Box-Behnken (DBB). Os
dados sao relatados como média + desvio padrao (n = 3). A significancia estatistica
das variaveis avaliadas na equacgao de regressao foi verificada por meio do teste
ANOVA (p < 0,05). A condicao 6tima simultanea de todas as variaveis foi determinada
por meio da funcéo desejavel de acordo com Derringer e Suich (1980). A adequacgéao
e a qualidade de ajuste dos modelos foram avaliadas por meio do p-valor (lack of fit),
coeficiente de determinagéo (R?) e seu R? ajustado. Os valores experimentais de cada
variavel resposta foram determinados e comparados com as respostas previstas para

avaliar o poder de predicao do modelo utilizado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizagao da extragao de cafeina de graos verdes de café

Os experimentos para obtengao dos extratos dos graos verdes de café foram
baseados na metodologia de superficie de resposta através do planejamento Box-
Behnken (DBB), no qual cada fator expresso foi estudado em trés niveis (+1, 0 e -1)
com trés réplicas no ponto central, totalizando 15 ensaios.

Os processos de extragdo usuais envolvem a aplicagdo de solventes
organicos que podem ocasionar um efeito negativo ao meio ambiente, dependendo
da quantidade e aplicagao (OLIVEIRA et al., 2017). Neste estudo foi utilizado somente
agua como como solvente extrator, com base em sua polaridade que facilita a
extracdo da cafeina (OLIVEIRA et al.,, 2019) e objetivando a minimizacdo dos
impactos ambientais. Os solventes polares promovem extratos ricos em compostos
de meédia e alta polaridade (CHASSAGNEZ et al., 1997). Oliveira et al. (2019)
avaliaram seis solventes com polaridades diferentes para extrair compostos bioativos
dos graos de café verde e observaram que a polaridade do solvente, a matriz vegetal
e a duracdo do processo sao significativas nos processos de extragdo. Apds a
extracdo, a solugao aquosa obtida apresentou turbidez, o que pode estar relacionada
a presenca de polissacarideos, proteinas coloidais e outros compostos coloidais
contidos nos grédos de café (SALINAS-VARGAS; CANIZARES-MACIAS, 2014). Para
a remocao de tais compostos foi utilizada uma solugao de metanol:acetonitrila (20:80
v/v). Estes compostos podem afetar tanto a eficiéncia da coluna como a deteccao
(VOGEL, 1981).

A concentracao de cafeina obtida em cada ensaio esta apresentada na Tabela
9. A concentracao de cafeina em graos verdes mostrou valores variados, resultando
em concentragdes entre 6,68 e 37,07 mg/g, estando esses valores encontrados de
acordo com a literatura. A variagao na quantidade de cafeina pode ocorrer devido a
fatores ambientais, tipos de amostragem, tamanho de moagem, temperatura de

extracdo, volume de extracéo e outros (MACHEINER et al., 2019).
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Tabela 9- Otimizacao da extracao de cafeina de graos de café verde.
Extratos Cafeina (mg/g)
6,68"+ 0,01
10,519 + 0,01
22,24% +1,80
11,839+ 0,10
19,34 + 1,73
20,42¢+2,20
18,88+ 0,21
11,699+ 0,17
32,352¢ 4+ 2 90
29,95 + 0,07
36,55% +2,70
37,072+ 1,94
28,63 +1,97
33,92abc 4 1,07
15 33,50% + 2,46
Nota: Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre as médias (p <= 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2021).
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Jeszka-Skowron et al. (2020) determinaram por CLAE a concentragéo de
cafeina aplicando diferentes tipos café, onde a maior concentracéo de cafeina foi de
25,6 mg/g utilizando 1 g de grao verde moido da espécie robusta (Uganda), 100 mL
de agua destilada (94 °C) e filtrada em filtro de seringa de politetrafluoroetileno de
0,45 pm.

Asfew e Dekebo (2019) avaliaram a concentragéo de cafeina de gréos verdes
da variedade arabica. Os graos passaram pelo processo de torrefagdo, foram moidos
e peneirados a 250 ym. O método consistiu em 2,5 g de p6é da amostra com adicao
de 50 mL de agua fervida. Quando determinado por HPLC, a maior concentragéo de
cafeina encontrada pelos autores foi de 35,67 mg/g.

De Luca et al. (2018) quantificaram cafeina e acido clorogénico em graos
verdes de café nas variedades robusta e arabica de diversos paises. Foi utilizado 0,2
g de café e uma solugdo metanol/agua (70:30 v/v) e sua caracterizagdo por HPLC
revelou concentracdes de cafeina de 7,31 - 44,69 mg/g para arabica e 16,60 - 61,53
mg/g para robusta.

Através da analise de variancia (ANOVA) foi possivel observar os efeitos das
variaveis sobre a resposta de concentragdo (mg/g). Quando os valores de p- séo
menores (p<0,05) as condigbes aplicadas ao modelo foram significativas,
respectivamente. Ja valores superiores de p (p=0,05) indicaram que o modelo
aplicado nao apresentou significancia (DAHMOUNE et al., 2015). Através da

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

para soluto/solvente.

Tabela 10- Analise de variancia (ANOVA) do delineamento Box-Behnken.
ANOVA: Cafeina (mg/g); R?= 94753; R? Ajustado= 85308

SS Df MS F P

(1)Temperatura ° C(L) 29,26 1 29,26 2,25 0,27
Temperatura ° 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 prépria (2021).

O valor do R? (coeficiente de determinagéo) foi de 0,94753 o que aponta que
pelo menos 94,7% das variagbes poderiam ser explicadas pelo modelo ajustado
(soluto/solvente). O coeficiente de determinagéo ajustado (R? proximo de 1) descrito
revelou correlagao entre os valores experimentais e previstos (Figura 13).

Na Figura 13, observa-se que todos os pontos se situam proximos e ao longo
de uma reta. Isso demonstra a veracidade que os componentes de erro do modelo

aplicado cumprem uma distribuigdo regular para a resposta de rendimento.
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Figura 13- Linearidade dos valores experimentais com os preditivos para extragido de cafeina
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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O grafico de Pareto permite analisar os efeitos padronizados (razdo dos

efeitos estimados e desvio padrdo) onde as variaveis atuam na resposta avaliada.

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

diferenga significativa para as variaveis tempo e temperatura (p = 0,05). Para

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

Das trés variaveis independentes estudadas, soluto/solvente (X1), tempo (X2) e

temperatura (X3), somente a razao soluto/solvente apresentou diferenca significativa

(Figura 14).
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Figura 14- Grafico de Pareto dos efeitos e interagées das condigdes de tempo, temperatura e
soluto/solvente.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

O grafico de contorno é apresentado na Figura 15 em fungao das variaveis
codificadas. Este grafico fornece melhor visibilidade do ponto 6timo de trabalho para
o rendimento de cafeina (mg/g) em gréos verdes de café. E possivel observar que o
melhor ponto de extracao da cafeina foi alcangado na regido na qual o soluto/solvente
€ de 1:10 e o tempo de 15 minutos.

Através da funcao de desejabilidade (Figura 16) foi possivel observar os niveis
de fatores que sao capazes de gerar a resposta mais desejavel com base nos fatores
dependentes. Através da linha vermelha vertical do grafico é possivel observar os

valores ideais.



49

Figura 15- Grafico de Contorno apresentando os efeitos da interagao entre as variaveis X1
(soluto/solvente) e X2 (tempo).
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 16- Perfil dos valores de resposta e desejabilidade para as variaveis dependentes.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
5.2 Quantificagao de Flavonoides Totais e Compostos Fendlicos Totais

A concentragdo de flavonoides e compostos fendlicos totais foram
determinados utilizando o ponto 6timo obtido através do design de experimentos Box-
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Behnken. O extrato apresentou uma concentragdao de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais de 36,72 + 3,84 mg EAG/ g e 9,36 + 0,8 mg/g ECAT,
respectivamente. Os resultados obtidos sdo variaveis, pois a formacdo de tais
compostos depende de condigdes de crescimento da planta, localizagéo, luz,
drenagem, temperatura e processamento dos graos (FARAH et al., 2006).

Concentragdes superiores foram relatados por Getachew e Chun (2016) onde
valores médios para compostos fendlicos e flavonoides totais foram de 120,4 a 144,4
mg EAG/g e 15 a 43 mg ECAT/g em graos verdes de arabica e robusta de diferentes
regides. Khuwijitiaru et al. (2014) avaliaram a cinética de degradacao alguns
compostos fendlicos em agua subcritica e atividade de eliminacao radical de seus
produtos de degradagéo e observaram que ocorreu uma redugéo dos valores com o
aumento da temperatura, ou seja, a partir de 100 ° C os compostos podem ser
afetados. Esta temperatura é semelhante ao ponto 6timo deste experimento para
extracao da cafeina (98 ° C); o que pode ter implicado em um rendimento menor para
compostos fendlicos totais e flavonoides. Resultado semelhante foi relatado por
Ramén-Gongalves et al. (2019) os quais extrairam e quantificaram os compostos
bioativos de amostras de café moido. Neste estudo uma temperatura de extragao
similar a este estudo de 95 ° C foi utilizada e obteve-se valores médios de compostos
fendlicos totais entre de 9 a 29 mg EAG/g.

Os compostos fendlicos que estao presentes nos extratos estdo associados a
outras biomoléculas que incluem proteinas, carboidratos, clorofila, lipideos, terpenos
e outros compostos organicos. Outro fator importante é a solubilidade dos compostos
fendlicos que dependem do comprimento da cadeia carbdnica e dos grupos hidroxila
(AJILA et al., 2011). Yilmas e Toledo (2006) obtiveram como melhor solvente extrator
misturas de agua/acetona e agua/etanol na extracdo de compostos fendlicos do que
um unico solvente.

A temperatura nao influenciou na extracao da cafeina, porém, considerando
os compostos fendlicos totais e flavonoides temperaturas mais baixas resultam em
maiores concentragbes. O solvente (agua) aplicado nas extragdes nao possibilitou
uma grande extracdo de compostos fendlicos totais e flavonoides totais devido a
grande quantidade de outros compostos como proteinas e lipideos dificultando a
interacdo da matriz e solvente. Garcia e Bianchi (2015) utilizaram diferentes solventes
(acetona, metanol, etanol e agua) para extragdo de compostos fendlicos da casca de

café. O extrato aquoso apresentou menores rendimentos para fendlicos totais.
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Tran et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo
avaliando a polpa umida de café robusta, quando aplicado secagem a vacuo o melhor

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

5.3 Otimizagao dos Procedimentos Analiticos para Determinagcao de Cafeina

A construgéo da curva analitica da cafeina foi realizada em triplicata através
de amostras padrdes grau analitico com concentragdes de 1,0 mg/L a 25 mg/L (Tabela
11).

Tabela 11- Resultados das areas dos cromatogramas obtidas através de diferentes
concentragoes de padroes por CLAE.
Concentragao (ppm ou mg/L)

1,0 2,5 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
1° Area 52370 133725 249663 518932 775717 1041091 1274423

2° Area 49996 134853 285335 525811 768122 1042256 1289562
3° Area 53294 132263 265660 511444 779090 1032388 1292975

Fonte: Autoria prépria (2021).

Segundo a resolugao 899/03 da ANVISA a linearidade de um método através
da regressao linear, o valor minimo do R? precisa ser de 0,99, deste modo a curva

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

Figura 17- Linearidade do método; curva de calibragao, equagao da reta e R?.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Tabela 12- Desvio padrao, limite de detecgao e quantificagao.

y=ax+b R2=10,99 Desvio

a 51396 196,78

b 5015,2 2765,1
limite de deteccéao 1,81
limite de quantificacao 5,51

Fonte: Autoria prépria (2021).

Fundamentado pelas inje¢gbes dos padrdes objetivando a elaboragdo da curva
analitica foi possivel observar o tempo de retencao que ficou em torno de 6,9 minutos

como observado na figura 18.

Figura 18- Cromatograma de Identificagcao do tempo de retencio da cafeina em diferentes
concentragées com metanol/acido fosférico 0,1% 65:35 em 272 nm.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Mediante as condigbes da fase movel utilizada com metanol e acido fosforico
0,1% 65:35, v/iv e comprimento de onda a 272 nm o tempo de retencao ficou
estabelecido em 6,9 minutos. As condicbes do experimento estabelecidas foram

satisfatorias para avaliar a degradacao da cafeina através da enzima lacase.

5.4 Degradacéao de Cafeina Padrao

As variaveis de degradacgao foram descritas na Tabela 13. A temperatura
(40° C), e agitacao (160 rpm) foram pré-estabelecidos devido a otimizagao 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 organicos com eficiéncia,
fatores como, tipo de mediador, substrato alvo, sistema tampéao e pH da reagao sao
muito importantes (NETO, 2012).

Tabela 13- Percentual de degradacao de cafeina mediante processos enzimaticos realizados
no estudo piloto.

ID Degradacgéo (%)
LAC 1 0,00
LAC 2 0,00
LAC 3 99,39
LAC 4 100,00
LAC 5 0,00
LAC 6 0,00
LAC7 0,00
LAC 8 8,81
LAC9 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 prépria (2021).

Os experimentos para avaliar a degradacao da cafeina foram baseados na
metodologia de superficie de resposta através do planejamento fatorial no qual cada
fator expresso foi estudado com trés niveis (+1, 0 e -1) totalizando 9 ensaios.

A taxa de degradacao de cafeina obtida em cada ensaio esta apresentada na
Tabela 14. Os valores de degradacao variaram de 6,39% a 100%.
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Tabela 14- Taxa de degradacao avaliada através do planejamento fatorial.
Experimento Degradagao (%)
1 0,0
0,0
0,0
6,39
2,0
13,0
100
35,0
9 100
Fonte: Autoria prépria (2021).
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Tabela 15- Analise de varidncia (ANOVA) do delineamento fatorial.
ANOVA: % de degradagédo; R? = 0,87999; R? 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 prépria (2021).

Por meio da analise de variancia (ANOVA) e das variaveis aplicadas foi
possivel concluir que houve diferengas significativas (p<0,05) (DAHMOUNE et al.,
2015). O valor F observado foi alto comparando as duas variaveis, isso representa se
houve diferenca geral entre as médias, quanto maior o valor de F mais significativo o
valor de p para ANOVA.

O valor do R? (coeficiente de determinagéo) foi de 0,87999 o que aponta que
pelo menos 87,9% da variagao total de y é explicada pela reta de regresséao. Verifica-
se que 12,1% da variagao total de y ndo € explicada. A Figura 19 permite avaliar a
dispersédo de pontos ao longo de uma reta, a variagédo intensa de alguns resultados

explica a distribui¢do irregular para resposta de rendimento.



Fonte: Autoria propria (2021).
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Como avaliado na ANOVA, o grafico de Pareto também apresentou diferenca
significativa. Para avaliagdo de resposta, somente os efeitos localizados a direita da

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

5.4.1Influéncia de Solventes Organicos

As lacases possuem tolerancia direcionada a solventes organicos e sao
catalisadores robustos com abrangente aplicagdo em biotecnologia (WU et al., 2019).
Os solventes organicos podem alterar de forma consideravel a atividade e estabilidade
da enzima (OGINO et al.,1999).

Os ensaios de degradacédo da cafeina que continham solventes organicos
(acetona, metanol) foram parte do teste piloto e ndo apresentaram influéncia na
estabilidade e ou aumento do potencial redox da lacase. O fundamento para os
solventes organicos utilizados neste trabalho nao terem apresentado efeito de sistema
mediador sobre a lacase esta relacionada ao pH, pois solventes organicos afetam o
mesmo, dificultando a dissociacdo de substratos com a enzima, podendo afetar sua
isoforma. Estudo semelhante realizado por Rodakiewcz-Nowak (2007) relatou que os
solventes organicos reduzem de maneira rapida a taxa de reag¢ao da enzima, porém,
nao reduz nos primeiros 30 minutos de reacdo. Os solventes afetam todo sistema
reacional, como a solvatagédo das moléculas, termodinamica e as proteinas. O mesmo
autor Rodakiewcz-Nowak (2000) em estudo anterior envolvendo o efeito de solventes
misciveis em agua sob a atividade de lacase notou que o metanol ndo afetou Vmax em
uma ampla concentragdo desse mesmo solvente, sendo considerado como inibidor
competitivo fraco de lacase.

Wu et al. (2019) avaliaram o aumento da atividade da lacase com solventes
organicos e observaram que diversas lacases fungicas ascomicetos (M. thermophila
e Thielavia sp.) e basidiomicetos (T. versicolor, A. bisporus, P. ostreatus, P.
cinnabarinus, Cerrena unicolor e C. gallica) apresentaram na presenca de etanol,
acetona e acetonitrila atividades enzimaticas reduzidas e limitadas. Pacheco e Soares
(2014) analisaram a eficacia da enzima lacase na biodegradacdo de efluentes e
obtiverem frente a teste de estabilidade sob diferentes solventes um baixo rendimento.
A acetona foi o solvente que ocasionou maior desativacdo da enzima, para

concentracédo acima de 30% a enzima de fato foi desnaturada.
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5.4.2 Influéncia do Mediador Acido 4-hidroxibenzéico (HBA) e do pH

O sistema de mediador em conjunto com a lacase possibilita uma reagdo mais
rapida 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 n&o apresentaram nenhuma eficiéncia de degradacédo da
cafeina. Resultados opostos foram descritos por Lloret et al. (2010) que analisaram a
degradagao de anti-inflamatdrios e estrogénios por lacase, sob outra expectativa
obteve remocédo de 80% de diclofenaco quando a concentracédo de mediador foi
elevada de 0,5 para 1,0 mM. Ashe et al. (2016) investigaram os impactos dos tipos de
mediadores na degradacédo de poluentes por lacase, o composto oxibenzona foi
completamente removido pelos mediadores acido violurico e hidroxibenzotriazol na

concentragcao de 1 mM.

Figura 21- Grafico de contorno e a variaveis independentes.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Figura 22- Grafico de superficie e resposta para relagdao de degradagao da cafeina.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

As Figuras 21 e 22 representam a relagdo entre a variavel dependente
(degradacao da cafeina) e as variaveis independentes (pH e HBA). O grafico de
superficie de resposta e o grafico de contorno indicam que a eficiéncia de degradagao
da cafeina aumentou quando a concentracdo de mediador enzimatico foi aumentada
para 2,0 mM e o pH dareacdo em 5,0 e 7,0. Bankole et al. (2021) estudaram o impacto
de mediadores redox na degradacao de olsalazina. Quando a concentragdo do
mediador hidroxibenzotriazol foi aumentada de 0,5 para 2,0 mM ocorreu sua
degradagao por completo, porém, quando a concentragao foi superior a 2,0 mM nao
foi registrada nenhuma melhora substancial na atividade de degradacéo.

Neste estudo quando a concentragao de HBA foi intensificado (experimento 7
e 9) para 2,0 mM apresentou uma eficiéncia de 100% de acordo com a Figura 23.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mizuno et al. (2009) na degradacéo de iso-
butilparabeno e o n-butilparabeno, onde, obteve 95% de degradacdo com 4 horas de
tratamento sob influéncia do mediador hidroxibenzotriazol na concentragéo de 2 mM.
Sarker et al. (2020) obtiveram 100% de degradacao do fungicida 3,5 dicloroanilina

com lacase e seu mediador catecol em uma concentragao de 2,0 mM.
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Figura 23- Relagao da concentragdao de mediador com a degradagao da cafeina.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Feltrin et al. (2018) avaliaram métodos analiticos para degradar tricoteceno A
e B, foi identificado que a aplicagcéo de concentragdes mais altas de mediador implicou
em um declinio na taxa de degradagao do substrato. Na auséncia de mediador n&o
foi notado degradacdo. Uhnakova et al. (2008) analisaram a biodegradacdo de
diversos compostos aromaticos por lacase provenientes de Trametes versicolor e
verificaram que a degradacao de todos os compostos foi superior com a adigdo de
mediador enzimatico (ABTS). Este mediador foi praticamente consumido onde foi
observado a formacao de um produto para cada caso. Estudo similar realizado por
Koschorreck et al. (2008) indicou a importancia de mediadores enzimaticos na
degradagao de compostos aromaticos obtendo atividades superiores a 85° C e pH de
42e7,0.

Kirsch et al. (2015) em estudo semelhante avaliou o consumo de oxigénio de
sistemas mediadores de lacase (LMS) e observaram que o HBA em combinagdo com
tampao e lacase era o mediador com menor eficiéncia. Em contrapartida, quando
ocorreu a combinacao de tampao, lacase, HBA e fibras foi notado uma efetividade

crescente.
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Figura 24- Grafico de desejabilidade em fungéo das variaveis de controle.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

De acordo com Bruns et al. (1995) para determinar os niveis dos fatores que
irdo produzir o conjunto de resposta adequado existem varias oportunidades e isto
varia em fungao do problema avaliado. O grafico de desejabilidade (Figura 24) indica
o comportamento de desejabilidade em fun¢do das variaveis de controle. A linha
tracejada vermelha indica um valor de referéncia e a curvatura da variavel
independente mostra a interferéncia da mesma na variavel de resposta. E possivel
observar que a curva em relagao a variavel HBA ficou mais inclinada em relacéo a
linha de referéncia, demostrando maior interferéncia no processo.

O pH é um fator fundamental para eficiéncia da lacase, sua variagao pode
modificar a afinidade e especificidade com o substrato, onde para lacase o pH 6timo
se situa entre 3 e 7 (BATISTA, 2009).

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

99,39% e 100% em pH 7,0, respectivamente, de acordo com a Figura 25.



61

Figura 25- Esquema reacional dos ensaios LAC 4 e LAC 3, sua caracterizagao e eficiéncia de
degradacao.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A lacase comercial demonstrou eficiéncia em pH 7,0, com e sem mediador
HBA. Em pH 5,0 a lacase comercial ndo apresentou nenhum resultado significativo.
Silveira (2019) avaliou a degradacéo de corantes téxteis através de imobilizagdo com
lacase bruta e comercial. Como resultado, a maior carga enzimatica 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 proteinas, que podem ocupar o sitio ativo e
reduzir a area disponivel. Estudo semelhante foi relatado por Bettin et al. (2016)
avaliou a aplicagdo de lacase bruta e comercial em corantes obtendo resultados
superiores com a enzima comercial.

Kelbert et al. (2021) estudou a eficacia de remocdo do antibidtico
dexorrubicina por lacase, onde a maior degradagdo enzimatica ocorreu em pH 7,0.
Quando a reacao foi alterada para pH 8,0 ouve uma reducdo de 79% na taxa de
degradagao. Segundo Lloret et al. (2010) quando o pH meio reacional ultrapassa a
faixa de 8,0 ocorre a reducédo na taxa de degradacgao devido a baixa atividade de

lacase em pH alcalino.
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Figura 26- Relagao da concentragdo de mediador com a degradagao da cafeina.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Na Figura 26 como resposta de rendimento para o pH os valores 5 e 7 em
combinagdo como uma concentragdo de mediador de 2 mM proporcionaram uma
eficiéncia de 100%. Para pH 6 os valores foram inferiores e ndo apresentam resposta

de rendimento significativa (p>0,05).

Figura 27- Efeito do pH na degradac¢éao de cafeina sob diferentes meios reacionais no teste

piloto.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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De acordo com Slagman et al. (2016) a lacase produzida por Trametes
versicolor possui uma eficiente oxidagao de substratos sob condi¢cdes de pH 5,0. Tian
et al. (2020) analisaram a eficiéncia da lacase na degradacdo de tetraciclina e
oxitetraciclina e alcangcaram 100% de eficiéncia em pH 6,0. Zhang et al. (2020)
avaliaram a degradacdo de clorofenol com lacase imobilizada e livre, obtendo

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

Tabela 16- Influéncia do pH na degradacdo de variados compostos recalcitrantes por lacase.
Enzima Espécie Composto pH Eficiéncia de Referéncia

Otimo degradacéo (%)

Lacase Trametes Dexorrubicina 7,0 100 KELBERT et
versicolor al., (2021)

Lacase Rhus Clorofenol 4,5;5,0 100 ZHANG et
vernicifera al., (2020)

Lacase Trametes Clorotalonil, 4,0 100 SARKER et
versicolor isoproturon, al., (2020)

pirimetanil

Lacase Trametes Isoproturon 50 100 ZENG et al.,
versicolor (2017)

Lacase Trametes Clorpirifos, 5,0 100 JIN et al.,
versicolor atrazina (2016)

Fonte: Autoria prépria (2021).

Arimurti et al. (2018) analisaram a degradacao da cafeina por Pseudomonas
monteilii KRM9. A maior taxa de degradagéao foi de 99,26% em meio de cafeina apds
24 h de incubagado. A teobromina ndo foi usada como intermediario metabdlito da
degradagao da cafeina, indicando um novo mecanismo de degradacao.

As reagdes em pH 6,0 ndo apresentaram resultados satisfatorios 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 possivel observar que em pH 5,0 houve 100
% de degradacgao da cafeina utilizando lacase bruta com 2 mM de HBA (LAC23). Ja
para pH 7 a eficiéncia de degradacao foi de praticamente 100% com e sem sistema
mediador (LAC3 e LAC4). E possivel 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 Degradacao da Cafeina

O estudo da velocidade de reacido onde os processos ocorrem em detrimento
dos fatores que a influéncia, como: concentracdo de reagentes, temperatura, pH,
superficie de contato e catalisadores € chamado de cinética. Para estabelecer os
mecanismos e entender a fase de transformagcdo em uma certa faixa de tempo é
necessario o dado das concentragdes de reagentes (SINKO, 2008).

S&o apresentados os resultados da degradagdo de cafeina utilizando a

enzima lacase.

Figura 28- Cinética de degradacao da cafeina.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A cinética foi realizada para os experimentos que apresentaram degradagao
na etapa anterior. Cada ponto foi obtido em duplicata e o tempo maximo 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 inicio da reagao
(Figura 28). Nos demais ensaios nao foi possivel uma clara observagéo da cinética,

principalmente na taxa inicial.
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Figura 29- Performance dos experimentos frente a cinética realizada em um periodo de 5 horas.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A partir da Figura 29, é possivel afirmar que a degradagéo da cafeina no
experimento 4 é de 100% em 30 minutos com as seguintes concentragdes: 2,0 mM
de HBA, pH 7 e concentragdo de lacase comercial de (=7000 U/L). Nos demais
experimentos até 5 horas de reagao os valores sdo praticamente constantes, néo
indicando degradacao.

Quando todos os sitios ativos da enzima estdo preenchidos, é referido a
velocidade inicial que apresenta interagdo com a velocidade maxima (Vmax), ou seja,
quando todas as enzimas estao no complexo enzima-substrato) (WILSON; WALKER,
2010). A concentragao 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
(27000 U/L). O extrato bruto possui outras proteinas e outros compostos que podem
saturar o sitio ativo da enzima reduzindo ou impossibilitando a reagdo. De acordo com
Khilifi et al. (2010) a oxidagdo de mediadores gera radicais livres que por sua vez
distorcem o sistema enzimatico quando ha presenga de outros compostos (proteinas)

nos sitios ativos.
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Tabela 17- Degradacéo de compostos recalcitrantes pela enzima lacase.

Enzima Fungo Composto Tempo Degradacao (%) Referéncia

Lacase Trametes Cafeina 30 min 100 O Autor
villosa

Lacase Pleurotus Oxitetraciclina 24 h 99,66 Medrado,
ostreatus (2017)

Lacase Trametes Pimimetanil e 24H 100 Jin et al,
versicolor Isoproturon (2016)

Lacase Trametes Fenantreno 36 H 65 Mun-Jung et
versicolor al., 2004)

Lacase Trametes 2,4- Diclorofenol 10 H 94 Zhang et al,
versicolor 2008)

Fonte: Autoria prépria (2021).

Tanto a lacase bruta como a lacase comercial proporcionaram uma eficiéncia
de praticamente 100% na degradagdo da cafeina, porém, a lacase comercial
(experimento 4) foi capaz de nos primeiros 30 minutos de reagéo reduzir por inteiro a

concentragéo de cafeina (Figura 30).

Figura 30-Cromatogramas e tempo de retengao da cafeina (11 min) dos ensaios realizados na
cinética de degradacgao.

a) b)

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

Os compostos elencados na Tabela 17 sao recalcitrantes e somente dois
autores utilizaram em seus experimentos sistema mediador (JIN et al., 2016 e Mun-
jung et al., 2004) com resultados maximos atingidos em 24 e 36 horas. Zhang et al.,
(2008) imobilizaram a lacase visando melhor estabilidade, resultando em 94% de
degradagao em 10 horas de reagao. Medrado 2017 utilizaram lacases produzidas por
Pleurotus ostreatus obtendo resultados maximos de 99,66% na degradagdo do
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antibiotico oxitetraciclina. Quando comparamos o experimento 4, a degradacgéo ocorre
100% em um tempo curto de 30 minutos, isto de certa forma, gera muitas vantagens
e economia como: redugao de reagentes, consumiveis, energia, tempo reduzido e

principalmente eficiéncia do processo em 100%.
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6 CONCLUSAO

A metodologia proposta para extragdo da cafeina nos graos verdes de café
indicou a melhor combinacdo das variaveis, obtendo a maxima concentragcdo de
cafeina aplicando 1:10 soluto/solvente, 15 minutos, 98° C. Essa metodologia de
extracdo permitiu também a obtencgao de outros compostos bioativos como compostos
fendlicos totais e flavonoides totais dos graos de café verde.

A lacase produzida pelo fungo Trametes villosa e a lacase comercial
apresentaram eficiéncia de degradagao total de cafeina, monitorada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada com arranjo de diodos, sob condigdes semelhantes.
Através da cinética de degradacgao foi possivel observar que a lacase comercial em
pH 7,0 e com a adigdo de 2 mM de HBA tem capacidade de degradar a cafeina em
30 minutos de reacao.

Dessa forma, a lacase presente no extrato bruto produzido no laboratério
demonstrou potencial para ser utilizada na degradacédo de cafeina, com efeitos

comparaveis a lacase adquirida comercialmente.
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