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RESUMO

BAQUETA, Michel Rocha. Extracdo e caracterizacdo de compostos do residuo casca
de café. 2016. 56 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos) -

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2016.

O Brasil € o maior produtor e exportador de café o que acarreta em um grande volume
de residuos gerados durante seu beneficiamento. No beneficiamento dos gréos a
quantidade de residuo (principalmente casca) constitui aproximadamente 50% da
producdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi obter extratos das cascas de café
utilizando diferentes solventes, avaliar sua composi¢cdo em termos de cafeina e avaliar
a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos. Para as extracdes, realizadas por
Soxhlet, utilizando solventes de diferentes polaridades e seletividades, pode-se
observar pelos resultados das andlise de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de massas (CG-MS) e Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) que os extratos obtidos em diferentes solventes
diferem em composi¢cdo quimica e que o cloroférmio e o diclorometano foram os
Gnicos que extrairam a cafeina, sendo o extrato cloroférmico o de maior rendimento.
A composigao hidrofilica dos componentes foi avaliada utilizando-se quatro diferentes
proporcdes entre etanol e 4gua (EtOH: 80, 60, 40 e 20%) para as extracfes e duas
temperaturas de extracdo, a frio (20-25 °C) e a quente (40 °C). Observou-se que a
variacao da proporcédo entre etanol e agua e da temperatura de extracao basicamente
nao alteraram a composi¢ao quimica dos extratos, porém levaram a uma diferenca na
guantidade de cafeina extraida, composto majoritario, sendo a extracdo a frio com
40% de etanol a que apresentou melhor rendimento com relacdo a esta substancia
(0,118 mg.mL). Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos oleosos pelo
meétodo de disco-difusdo e do extrato hidroetandlico com maior concentracdo de
cafeina pelo método de determinacdo da concentracdo inibitéria minima. Entre os
resultados obtidos, ndo foi observado efeito inibitério contra nenhum dos
microrganismos avaliados. Desta forma, pode-se concluir que as cascas de café
apresentam grande potencial para a extracdo de cafeina, agregando valor a este
residuo vegetal e contribuindo para o aproveitamento dos residuos produzidos no
beneficiamento do café o que diminuiria o impacto ambiental gerado pelo descarte

dos mesmos.



Palavras-chave: Casca de café; extrato oleoso; extrato hidroetandlico; cafeina;

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

BAQUETA, Michel Rocha. Extraction and characterization of the compounds of coffee
husk, an industry residue. 2016. 56 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia

em Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parani. Campo Mourédo, 2016.

Brazil is the largest coffee producer and exporter in the world, but this great production
also generates enormous volumes of waste materials during the process of separating
the commercial product. The amount of coffee husk produced during the processing of
the coffee beans represents 50% of the production. Looking at this problem, the aim
of this study was to obtain extracts of coffee husks using different solvents, evaluate
their composition in terms of caffeine, and evaluate the antimicrobial activity of the
extracts obtained. For the extractions made by Soxhlet, using solvents of different
polarities and selectivities, it can be observed from GC-MS, FTIR results that the
extracts obtained in different solvents differ in the chemical composition, and that
chloroform and dichloromethane were the only ones that extracted the caffeine, being
the most efficient chloroform extract. The hydrophilic extracts were obtained using
different rations between ethanol and water, and extractions at room temperature and
at 40 °C. Changings in the solvent proportions did not change the chemical profile of
the extracts obtained, however changed the amount of caffeine extracted. Caffeine
was the major compound extracted and the best condition for its extraction was at room
temperature with 40% of ethanol solution. Antimicrobial activity of the lipophilic extracts
was evaluated by disk diffusion method and the extract obtained with 40% ethanol the
activity was evaluated using the minimum inhibitory concentration method. None of the
extracts showed antimicrobial activity against the bacteria tested. It can be concluded
in this work that the coffee rusks shows considerable amount of caffeine and could be
used to the extraction of this compound, contributing to the transformation of this
vegetable waste into a value added product and could help to reduce the
environmental impact generated by the disposal of this toxic residue.

. Thus, it can be concluded that coffee husks have great potential for caffeine
extraction, adding value to this vegetable waste and contributing to the recovery of
waste produced in the coffee processing which would decrease the environmental

impact generated by the disposal thereof.



Key-words: coffee husks; oily extract; hydroethanolic extract; caffeine; antimicrobial

activity.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 - Estrutura do grao de café. ............oviiiiii i, 20
FIGURA 2 - Etapas do processamento de café, por via seca e umida. .................... 21
FIGURA 3 - Estruturas quimicas da cafeina (a) e do acido clorogénico (b).............. 25

FIGURA 4 - Cromatogramas de CG-MS (EI) dos extratos oleosos das cascas de café
extraidos por solventes de diferentes polaridades. ............ocoevvviiiiiiiiiii e, 35
FIGURA 5 - Espectros de FTIR dos extratos da casca de café obtidos com os
diferentes solventes organicos (indicacdo em verde bandas caracteristicas do acido
clorogénico, em azul da cafeina e em preto bandas comuns aos dois compostos)..36
FIGURA 6 - Estruturas quimicas da cafeina (a) e do acido clorogénico (b).............. 36
FIGURA 7 - Comparacdo dos perfis cromatograficos para os extratos obtidos na
extracao a frio utilizando diferentes propor¢des de EtOH e H20 em CLAE-DAD (A 271
] 0 ) TSP 40
FIGURA 8 - Comparacao dos cromatogramas obtidos utilizando diferentes proporcdes

da mistura etanol-agua nas extra¢gfes obtidas pelo método a frio (A) e a quente (B).

FIGURA 9 - Curva padréo para determinacao de cafeina. ............cccccccvvvvvennnnnnnnnnnnns 42
FIGURA 10 - Cromatograma de comparacao da quantificacéo da cafeina nas cascas
e graos de café na melhor condigéo de extragao (EtOH 40% a frio) (A 273 nm)....... 44
FIGURA 11 - Comparacéo dos perfis cromatogréficos dos extratos obtidos com EtOH
40% a frio. Comparacdo do perfil em 273 nm e 306 nm do extrato das cascas de café
(A) e comparacéo do perfil em 273 nm e 306 nm do extrato dos grédos de café (B). 45
FIGURA 12 - Comparacao do perfil cromatografico do extrato EtOH 40% obtido pela
extracdo a frio das cascas de café e dos graos de café. Comparacao dos perfis dos
extratos obtido das cascas e graos em 271 nm com o espectro de UV e identificacao
de cafeina (A) e do dos perfis obtidos em 306 nm com espectro de UV e identificacéo

(o (o= Tox o (o I od (o] 70 Yo =] o1 o o TSSO 46



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Rendimento médio das extracdes de 0Oleo utilizando diferentes solventes.

TABELA 2 - Bandas de absorgao identificadas nos espectros de FTIR dos extratos de
CASCA AE CAME. ..o 37
TABELA 3 - Concentracbes de cafeina utilizadas na construcdo da curva de
CAlIDIAGAOD. ..o 42
TABELA 4 - Comparacao da extracao da cafeina utilizando diferentes propor¢des de
etanol e 4gua nos métodos a frio e a quente pela média das areas dos picos (h=3) da
cafeina em A = 273 nm e concentracao de cafeina nos diferentes extratos.............. 43
TABELA 5 - Comparacao da extracdo da cafeina utilizando EtOH 40% no método a
frio pela média das areas dos picos (n=3) da cafeina em A =273 nm e concentracéo

de cafeina NOS dIfErenteS EXITAtOS. . .c.vve e 44



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanas 14
2 OBJIETIVOS ..ottt ettt e ettt r e et et re s 17
2.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt ettt ee e e e e 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooeeeeeeeeee e e e 17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 19
B.L O CAFE ..ot 19
3.2 PROCESSAMENTO DE CAFE ... ..o i ettt eiee e 20
B.3 CASCA DE CAFE ..ottt e e e e e 22
3.4 UTILIZACAO DA CASCA DE CAFE .....ovieieeeeeeeeeeeeeeeeee et 23
3.5 ACIDO CLOROGENICO E CAFEINA ...ttt 24
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt e e e 26
4.1 MATERIA-PRIMA. ..ottt ettt et e et r e re e re e nns 26
4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS ...ttt e e 26
4.3 EXTRACAO DE OLEO POR SOXHLET ...coviiiiiiiiieee et 26

4.4 PERFIL DOS EXTRATOS OLEOSOS E ]DENTIFICAC}AO DE CAFEINA POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

(O1CT Y 1S3 TR 27
4.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)...euteuiiieeeteteee ettt ettt tesaestesaesaesaesaesae e 28
4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OLEOSOS
POR DISCO-DIFUSAO ... ee e ee e, 28
4.7 EXTRACAO DOS COMPOSTOS POLARES DAS CASCAS DE CAFE .......... 29
4.8 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR CLAE-DAD
............................................................................................................................... 30
4.9 QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR CLAE-DAD ............ 30
4.10 COMPARACAO DO TEOR DE CAFEINA EXTRAIDO DAS CASCAS E DOS
GRAOS DE CAFE. ... oottt 31

4.11 DETERMINACAQ in vitro DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO EXTRATO

HIDROETANOLICO DA CASCA DE CAFE ..., 31
5 RESULTADOS E DISCUSSAD ..o 33
5.1 EXTRACAO DE OLEO EM SOXHLET ....ccoiiiiiiiiiiiee e 33

5.2 IDENTIFICACAO DE CAFEINA NOS EXTRATOS OLEOSOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

(O1CT Y 1S3 RO 34
5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR).....teteeieee ettt ettt ettt et eae e eaeeae e eaesae e 35
5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OLEOSOS
POR DISCO-DIFUSAOD ... ee e e e e e e e e e e e, 38
5.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR CLAE-DAD
............................................................................................................................... 39
5.6 QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR CLAE-DAD ............ 41
5.7 COMPARACAO DO TEOR DE CAFEINA NAS CASCAS E GRAOS DE CAFE
............................................................................................................................... 43

5.8 COMPARACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS CASCAS E GRAOS
DE CAFE .ot —— 45



5.9 DETERMINACAO in vitro DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DA CASCA DE CAFE. ..ottt 46
B CONCLUSODES ...ttt ettt e 49
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coeeeeeeeeeeeee et 50



14

1 INTRODUCAO

Atualmente no Brasil, maior produtor e exportador mundial de café, além de
segundo maior consumidor do produto, sdo cultivadas duas espécies de café, a Coffea
arabica e Coffea canephora. Estas espécies também s&o conhecidas como café
arabica e café robusta ou conilon, respectivamente, e a area plantada no pais
corresponde a 2.251.968,2 de hectares. Com base na quantidade total de sacas
produzidas no Brasil que é de aproximadamente 20 milh&es, cerca de 46,25%, o que
representa quase a metade da producdo, sao destinadas ao consumo interno.
Avaliando a producdo mundial, o Brasil € considerado o responsavel por 30% do
mercado internacional (USDA, 2015; ABIC, 2016; BRASIL, 2016). Dentre as principais
regides produtoras de café no pais, a regido Sudeste apresentou a maior producéo
na safra de 2014, destacando o estado de Minais Gerais como maior produtor, seguido
pelos estados do Espirito Santo, Bahia, Rondénia, Goias e Parana (CONAB, 2014;
ABIC, 2016).

O processamento do café pode ser realizado por dois diferentes processos,
através de via seca ou por via imida, gerando diferentes residuos. O processo em via
Umida consiste na utilizacdo de agua para retirada da casca e polpa do fruto, seguida
pela secagem e producdo do café denominado pergaminho, dando continuidade as
demais etapas durante o beneficiamento. No processamento em via seca, que
apresenta uma técnica mais simples comparada ao processo em via Umida, tanto no
ponto de vista tecnolégico quanto na geracao de residuos, a etapa de secagem é
realizada diretamente nos graos recebidos, ao contrario da via imida, gerando o café
em coco para o posterior processo de beneficiamento (YOSHIDA, 2005).

Considerando essas etapas, tanto em via seca, quanto em via Umida, sao
realizados outros processos que pertencem a fase de beneficiamento dos gréos,
como: a limpeza, retirada da casca, que torna-se a principal via de producao de
residuo, a classificacdo e o armazenamento na forma de gréos verdes. Entretanto,
esses processos de beneficiamento originam residuos diferentes. Na despolpa por via
seca, 0 residuo obtido é constituido por casca, polpa e pergaminho. Quando a
despolpa é realizada por via Umida, o residuo inicial € composto por polpa e casca, e
apoOs a secagem dos graos, sdo retirados os pergaminhos, presentes em 12% dos

frutos secos colhidos, originando ainda mais residuos (BRUM, 2007).
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De acordo com Fernandes (2007), Brum (2007), Lima et al. (2013) e CONAB
(2016), com base nos processos utilizados para o beneficiamento dos graos de café,
o principal método utilizado para beneficiamento de graos de café no Brasil € por via
seca, tendo este processo elevado potencial ha geracéo de residuos agroindustriais,
gue ao serem dispostos inadequadamente, podem afetar o meio ambiente, causando
a poluicdo de solos e 4guas.

A estrutura dos graos de café é geralmente formada pelo epicarpo (casca),
mesocarpo (polpa ou mucilagem), endocarpo (pergaminho) e a pelicula (BRUM,
2007). No beneficiamento dos graos de café, a quantidade de residuo (casca) constitui
aproximadamente 50% da producéo, isto é, a quantidade de café beneficiado é similar
a quantidade de residuos gerados por meio de seu beneficiamento (ZOCA, 2012).
Dessa forma, considerando que na safra de 2015 foram beneficiadas 43,24 milhdes
de sacas de café (CONAB, 2016), estima-se que foram gerados aproximadamente
2,58 milhdes de toneladas de casca de cafe.

A composicao quimica da casca do café, proveniente do método de via seca,
caracteriza-se por sua rigueza em nutrientes e metabdlitos secundarios incluindo
substancias como cafeina, taninos e polifendis (FERNANDES, 2007). Analisando a
composi¢do quimica da casca de café, Brand et al. (2000) obtiveram os seguintes
percentuais massicos: 11,98% de umidade, 31,86% de fibras, 26,50% de agucares
totais, 1,50% de lipideos, 6,03% de cinzas, 11,70% de proteina; 9,30% de taninos e
1,20% de cafeina. De acordo com os valores encontrados na literatura, percebe-se
gue os dados apresentam certas variagdes na quantificacdo dos constituintes da
casca de café, sendo que estas, segundo Yoshida (2005), podem ser vinculadas as
diferencas na composi¢do das espécies analisadas e por se tratar de um residuo
industrial proveniente de processamento e armazenamento diferentes, importante
fator de alteracdo na composicao das cascas de café.

Segundo Goncgalves, Filho e Menezes (2005), alguns extratos vegetais
apresentam substancias com propriedades antimicrobianas, encontrando-se entre
estas os compostos fenélicos e os alcaloides. Para Almajano et al., (2008) a maioria
dos compostos fendlicos possuem atividade antimicrobiana e estudos (CAMPOS;
COLTO; HOGG, 2003; TAGURI; TANAKA; KOUNO, 2004) tém investigado os efeitos
dos polifendis sobre agentes patogénicos intestinais. No entanto, sdo relatadas
contradigbes quanto as espécies que sdo inibidas por tais compostos. Rodrigues et

al. (2015) explica que a tolerancia das bactérias aos compostos fenolicos depende
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das espécies bacterianas e da estrutura do polifenol. Entre os compostos fenélicos
encontrados em gréos de café, estdo os acidos hidroxicindmicos, sendo estes 0s
componentes majoritarios. O acido hidroxicinamico mais comum encontrado nos
graos de café € o acido clorogénico (ANDRADE, 2011).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), um alcaloide do grupo das xantinas,
apresenta atividades bioldgicas importantes, tais como atividade antioxidante e
antimicrobiana (ANDRADE, 2011). Fardiaz (1995) avaliou o efeito de extratos de café
em diferentes concentracdes sobre o crescimento de alguns microrganismos,
incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bolores e leveduras. Entre os
microrganismos avaliados, a cafeina contribuiu para a atividade antimicrobiana dos
extratos, entretanto, em pequenas concentracdes pode-se observar que esta pode
estimular o crescimento de certas bactérias tais como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Streptococcus faecalis.

Assim, os residuos de uma forma geral, podem conter substancias
reutilizaveis de alto valor, possiveis de serem convertidas em produtos comerciais, por
meio de tecnologias adequadas (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003). Neste
sentido, torna-se importante avaliar os diferentes compostos presentes nas cascas de
café, residuo agroindustrial tdo abundante no Brasil, visando agregar valor comercial
aos seus extratos. Assim, 0 objetivo deste estudo foi realizar a extragdo dos
constituintes das cascas de café, com diferentes solventes e tracar os perfis dos
componentes lipofilicos e hidrofilicos utilizando diferentes técnicas. Objetivou-se
também a determinagcdo do maior nimero possivel de constituintes desta matriz, bem
como a avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos. Este estudo teve

como intencao o possivel reaproveitamento deste residuo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos das cascas de café utilizando diferentes solventes, avaliar sua
composicado em termos de cafeina e avaliar a atividade antimicrobiana desses extratos

obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a extragdo de fragfes oleosas das cascas de café utilizando diferentes
solventes organicos apolares e calcular seus respectivos rendimentos;

e Caracterizar as amostras de 0leo de casca de café por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);

e Identificar cafeina nas amostras de Oleo utilizando Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS);

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos contra microrganismos Gram-
positivos (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e a Gram-negativos
(Salmonella typhimurium, Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa);

e Extrair compostos fendlicos da casca de café com solucdes hidroetandlicas de
diferentes concentracoes, a quente e a frio;

e Identificar e quantificar os compostos dos extratos hidroetandlicos das cascas
de café por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

e Utilizar a metodologia de extracdo hidroetandlica que proporcionar o melhor
rendimento dos compostos de interesse e, comparar 0 seu teor com o extrato
correspondente obtido dos graos de café;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato hidroetandélico que proporcionar o
maior teor de compostos de interesse contra microrganismos Gram-positivo

(Staphylococcus aureus) e Gram-negativos (Salmonella typhimurium, e



Escherichia
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Coli).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O CAFE

O café teve sua origem na Etidpia, fazendo parte da vegetacao natural deste
local. Os primeiros relatos sobre a existéncia do café sdo ha cerca de mil anos, onde
foram observados seus efeitos quando seus graos eram consumidos. A Arabia foi
responsavel pela difusédo dessa cultura, tornando o café conhecido como “vinho da
Arabia”, ao ser recebido na Europa no século XIV. Anteriormente, os frutos eram
consumidos in natura, mudando tal caracteristica somente apds o século XVI, onde
0s primeiros gréos foram torrados e posteriormente utilizados na preparacdo da
bebida atualmente consumida (ABIC, 2016).

Como uma importante matéria-prima para o comércio internacional, o café é
umas das bebidas mais consumidas e apreciadas em todo mundo, ndo apenas por
suas caracteristicas sensoriais, mas também por seu efeito estimulante. A
composi¢do quimica da bebida varia de acordo com a espécie de café utilizada, sendo
gue as espécies mais comuns sdo a Coffea arabica, que corresponde a cerca de 70%
da producédo mundial, e a Coffea canephora (robusta) mais de 25%. O que difere tais
espécies sao suas caracteristicas sensoriais, fisicas e quimicas, sendo que o aroma
e 0 sabor do café ardbica sdo mais apreciados do que os do café robusta, e por isso,
mais valorizado comercialmente (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).

Dentre as principais regides produtoras de café no Brasil, a regido Sudeste
apresentou a maior producgéo na safra de 2014, destacando o estado de Minais Gerais
como maior produtor, seguido pelos demais estados do pais, Espirito Santo, Bahia,
Rondobnia, Goias e Parana (ABIC, 2016; CONAB, 2014). De acordo a Organizagéo
Internacional do Café (2016), nesta safra, a producao brasileira de café totalizou 45,64
milhdes de sacas de 60 kg, apresentando maior quantidade na producdo, comparada
a safra de 2015, onde a producédo foi de 43,24 milhdes de sacas. Indicando um
aumento na producéo cafeeira para safra de 2016 no Brasil, a estimativa da producéo
para essa safra € de que o pais devera colher entre 49,13 e 51,94 milhdes de sacas
de 60 kg de café beneficiado, apresentando um acréscimo de 13,6% a 20,1% na
producdo (CONAB, 2016).
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A produgdo mundial de café na safra de 2014 foi de 149,54 milhdes de sacas
de 60 kg, tendo a producdo aumentada para 150,12 milhGes de sacas na safra de
2015. Os principais paises produtores sao Vietnd, Coldmbia, Indonésia e Etiopia, atras

do Brasil, que se mantém como maior produtor mundial (USDA, 2015).

3.2 PROCESSAMENTO DE CAFE

O fruto de café divide-se em duas partes: a casca e a semente. A estrutura
dos gréos de café, especialmente o cereja, € formada pelas seguintes fracbes com
base na matéria seca: 29% de epicarpo (casca), 5% de mesocarpo (polpa ou
mucilagem), 12% de endocarpo (pergaminho) e 54% de semente. Assim, a casca
representa 46% da matéria seca do grdo, como ilustrado na Figura 1 (FERNANDES,
2007; YOSHIDA, 2005).

Casca

) .
[
(epicarpo) Sementes

Falpg
)

Folpa
{mesocarpo)

Pelicula Prateadag I {mesocarpa)

Casca

Pesrgaminhs (epicarpo)

endocarpa)

Figura 1 - Estrutura do gréo de café.
Fonte: Fernandes (2007).

Atualmente, a utilizacdo de residuos agroindustriais tem apresentando
crescimento consideravel por conterem substancias de valor agregado e pelo fato de
minimizarem o impacto ambiental, consequente pelo descarte desses residuos. Para
isso, ao longo dos anos, estudos como o de Fernandes (2007), vém sendo realizados,
visando a utilizacdo destes subprodutos através de processos que auxiliem na

obtencdo de compostos presentes nestes residuos. Assim, é crescente o interesse de
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pesquisas que visem estudar a utilizacdo dos residuos formados durante todo o
processamento de café, pois apenas 6% sao destinados a producédo de café moido,
sendo os outros 94% considerados subprodutos, como casca, polpa e agua de
lavagem.

O café pode ser processado por duas maneiras. O método de via seca, mais
utilizado no Brasil, consiste de uma fase de secagem do fruto seguido por
descascamento mecanico e o método por via umida, onde o café é despolpado e
posteriormente seco e entdo descascado mecanicamente (SANTOS et al., 2007). Na
Figura 2 sdo apresentadas as etapas do processamento de café, pelo método em via
seca e via Umida, indicando-se onde ha geracao de casca.

PROCESSAMENTO c ‘:]tﬂd‘:g'jfe PROCESSAMENTO
VIA SECA Fes VIA TRIDA
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RECEPCAD
\J! b Padraz
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DESPOLPAGEM  —3 Polpa
Frutns béia FERMENTACAD
LAVAGEM I Polpa residual
SECAGEM | - SECAGEM
Café coco Café pargaminho
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o] o
BENEFICIAMENTO | LIMEEZA |
Casca | ¢« —| Ermapapacasca |—> Perzaminho
| CLASSIFICACAD POR. TAMANHO H Grandos (hersiza)
Triagenyresiduos Hnmﬁﬁﬁ% H Triagem/residuos
Café verda
{chatos, mocas)
| EJ‘mc__"AGé\(
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Figura 2 - Etapas do processamento de café, por via seca e Umida.
Fonte: Yoshida (2005).
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3.3 CASCA DE CAFE

A composicdo quimica da polpa de café é diferente da casca. No entanto, a
natureza dos constituintes € consideravelmente similar. Os percentuais desses
constituintes da casca podem variar de acordo com a variedade de café, as condi¢cdes
de cultivo, como o tipo de solo, o processamento e sua eficiéncia. Embora a casca de
café tenha aplicacdo como racao na alimentacdo de animais, a presenca em elevada
quantidade de componentes toxicos aos animais, tais como a cafeina, taninos e
polifendis, torna esse residuo um elemento com fatores antinutricionais (SOCCOL,
2002; PANDEY et al., 2000).

Basicamente, a composicdo das cascas de café € constituida pelo teor de
umidade e quantidade de fibras, acucares totais, lipideos, cinzas, proteina, taninos e
de cafeina. Como apresentado anteriormente, nota-se que na literatura, os dados da
composicdo quimica das cascas de café ndo sao consistentes, devido a diferenca no
teor de alguns constituintes encontrados (FERNANDES, 2007; SOCCOL, 2002).

Segundo Soccol (2002), a composi¢cdo quimica da casca de café em base
seca, apresenta 57,8% de carboidratos, 9,2% de proteinas, 2% de lipideos, 1,3% de
cafeina, 4,5% de taninos e 12,4% de pectina. Como os teores destes compostos
podem variar de acordo com a variedade do café e alguns outros fatores, como solo
e forma de cultivo, notam-se diferencas nos percentuais de taninos encontrados por
Brand et al. (2000) numa determinada variedade de casca de café comparado ao teor
de taninos encontrado por Filho et al. (2000) para outra variedade de café que, por
sua vez, diferem dos dados encontrados por Soccol (2002) em seu trabalho. Embora
nestas variedades de café possam ser observadas diferengcas na quantificacdo dos
taninos, os percentuais se mantém estaveis para os valores de cafeina e de lipideos
para a maioria das variedades de café, variando entre 1,2 a 1,3% de cafeinae 1,5 a

2% de lipideos.
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3.4 UTILIZACAO DA CASCA DE CAFE

Embora a casca de café possa ser considerada um residuo sem utilidade, no
Yemen ocorre o contrario. Neste pais, as cascas de café possuem maior valor
econdmico que o0s graos. As cascas sao importadas e utilizadas na producao de uma
variedade de chés, bebida conhecida como “earthy herb” e referida como “gqahwa”,
pela populacdo (FERNANDES, 2007).

Pesquisas relacionadas ao aproveitamento das cascas de café sdo de grande
interesse. Assim, esses estudos demonstram que as cascas de café sdo um residuo
gue apresenta abrangente potencial de utilizacdo. Em 2007, Fernandes realizou a
extracdo e purificacdo de cafeina das cascas de café, avaliando a influéncia do
didmetro das particulas das cascas submetidas ao método de extracdo com relagéo
a quantidade de cafeina extraida. Andrade (2011) avaliando a atividade antioxidante
de extratos obtidos das cascas de café identificou que os principais componentes da
casca de café, sdo a cafeina e o acido clorogénico.

Vegro e Carvalho (1994) verificam diferentes aplicagbes para as cascas de
café. Dentre elas, a utilizacdo como combustivel com poder calorifico de 3.500 kcal.kg
1, 0 qual é economicamente interessante. Outras aplicacdes, citadas pelos mesmos
autores, demonstram algumas utilizac6es deste residuo, tais como: utilizagdo como
carvao, adubo organico e complementacédo de racdo animal. Soccol (2002) buscou
realizar a detoxificacdo do residuo para aplicacdo em ragdo animal. Assim, o material
detoxificado proporcionaria um substrato eficiente para a producéo de produtos com
maior valor agregado como enzimas, acidos organicos, aromas e como substrato para
producgdo de cogumelos comestiveis, etc.

Dessa forma, nota-se a importancia de serem desenvolvidos estudos que
além de determinarem a composi¢cdo quimica da casca de café, possam ser
relacionados com atividades funcionais que esses constituintes apresentem (BAGGIO
et al., 2007).
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3.5 ACIDO CLOROGENICO E CAFEINA

Os acidos clorogénicos pertencem a familia de ésteres formados por alguns
acidos hidroxinamicos e por 4cido quinico. O acido cafeico juntamente com o &cido
quinico formam um éster denominado de &cido clorogénico, que € um polifenol,
acompanhado pela catequina, epicatequina, quercitina, rutina e outros. A principal
fonte de compostos fendlicos sdo os alimentos de origem vegetal, sendo o0 acido
clorogénico o composto fendlico mais presente. Entre os 4cidos clorogénicos, o acido
5-cafeoilquinico é o mais comum encontrado e mais conhecido dos fendis dietéticos
com atividade bioldgica (CLIFFORD, 2000; JOHNSTON et al., 2003; GARAMBONE;
ROSA, 2007).

O café, entre os alimentos que séo fontes de &cidos clorogénicos, € uma das
bebidas mais consumidas no mundo, tendo seus polifendis quase que inteiramente
como &cido clorogénico (GARAMBONE; ROSA, 2007). Considerando sua atividade
bioldgica, estudos tém demostrado que a maioria dos compostos fenélicos apresenta
alguma atividade antimicrobiana, sendo seus efeitos avaliados sobre microrganismos
patogénicos. Quanto a propriedade de inibicdo, a resisténcia das bactérias aos
compostos fendlicos depende da estrutura do polifenol e das espécies bacterianas
testadas (CAMPOS; COLTO; HOGG, 2003; TAGURI; TANAKA; KOUNO, 2004,
ALMAJANO et al., 2008, RODRIGUES et al., 2015).

Os alcaloides sdo compostos organicos contendo pelo menos um atomo de
nitrogénio de carater basico no anel heterociclico, sendo que a maioria possui
atividades farmacologicas e fisiolégicas observadas no organismo. Dentre os
metabdlitos secundarios, as metilxantinas sdo derivadas do nucleotideo purina e
conhecidos como alcaloides purinicos. A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) € a
metilxantina encontrada em maior quantidade na natureza, seguida pela treobomina
(3,7 dimetilxantina). Ainda, outros compostos em pequenas quantidades, como a
teofilina (1,3 dimetilxantina), podem ser intermediarios da biossintese e/ou
catabolismo da cafeina. Além da presenca desses compostos no café, outros
alimentos como chas, cacau e guarana também apresentam estes mesmos
componentes (ASHIHARA; SUZUKI, 2004, ANDRADE, 2011).

Nos ultimos anos alguns estudos tém sido realizados para verificar as

propriedades antimicrobianas de compostos presentes no café. Existem na literatura,
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pesquisas em que as atividades antimicrobianas de compostos do café foram
avaliadas separadamente frente a diferentes microrganismos, tanto Gram-positivos
guanto Gram-negativos (DAGLIA et al., 1994). Em seu trabalho, Almeida et al. (2005)
verificaram que o acido clorogénico e protocatecuico, metabdlitos secundarios
presentes no café, apresentaram efeito antibacteriano frente as enterobactérias
investigadas, exceto para Citrobacter freundii. Ainda, observaram que a cafeina numa
concentracdo de 8 mg.mL* apresenta melhor efeito de inibicdo para Salmonella
choleraesuis, concluindo que a cafeina e outros compostos do café sdo potenciais
agentes antimicrobianos naturais contra enterobactérias.

Além da presenca de certa quantidade de cafeina nos gréos de cafe, a cafeina
€ encontrada em outros produtos vegetais, como no cha verde (Camilla sinensis),
guarana (Paullinia cupana), cacau (Theobroma cocoa) e erva-mate (llex
paraguayensis) (MARIA; MOREIRA, 2007). Para exemplificar esses compostos, na

Figura 3 sdo apresentadas as estruturas quimica do &cido clorogénico e da cafeina.
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Figura 3 - Estruturas quimicas da cafeina (a) e do acido clorogénico (b) Fonte: (CLAUDIO et al.,
2013; MENG et al., 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

As cascas de café utilizadas para a realizacao deste estudo foram fornecidas
pela Coamo Agroindustrial Cooperativa, localizada na cidade de Campo Mourdo —
Parana, resultantes do beneficiamento de gréos, provenientes de uma mistura das

variedades arabica e conilon plantadas na regido, da safra de 2015.

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

As cascas de café foram homogeneizadas e trituradas em moinho de facas,
modelo Solab, com o diametro das particulas de 0,85 mm, embaladas e armazenadas
em congelador até a realizacédo dos experimentos. As cascas de café foram utilizadas

em base Umida.

4.3 EXTRACAO DE OLEO POR SOXHLET

A extracdo de fracdes oleosas da casca de café foi realizada no sistema de
extracdo Soxhlet com circuito de chapas de aquecimento (Prodicil, Mod. 11.36 L).
Para o procedimento, 3 g de amostra foram acondicionados em cartucho de papel
filtro e este foi inserido no extrator. Foram utilizados 200 mL de solvente selecionado,
gue foi adicionado no baldo de 250 mL e aquecido até as respectivas temperaturas
de ebulicdo. As extracdes foram realizadas por cinco horas, conforme a metodologia
proposta por Lim et al. (2010), com algumas modificacées. Foram empregados cinco
diferentes solventes, de grau analitico para a extracdo, sendo eles: n-hexano
(Dindmica 98,5%), ciclohexano (Dinamica 99%), diclorometano (Neon 99,5%),

cloroférmio (Proquimicos 99,8%) e éter de petroleo (Vetec 99,9%). Os extratos obtidos
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foram recuperados por evaporagdo do solvente, acondicionados em frascos e
armazenados a -18 °C, em freezer doméstico. O rendimento de cada extracao foi
calculado através da Equacéo (1). Os resultados de rendimento foram avaliados por

andlise de variancia ANOVA a 95% de confianca através do software Excel.

R(%) = Teke_ 100 Equag&o (1)

casca

Onde:

Meleo (g) = representa a massa de fracdo oleosa obtida na extracao;

Mecasca (g) = massa de casca de café utilizada na extracdo em base seca.

4.4 PERFIL DOS EXTRATOS OLEOSOS E IDENTIFICACAO DE CAFEINA POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-
MS)

Os extratos oleosos extraidos com diferentes solventes foram analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS). As andlises
foram realizadas em cromatégrafo gasoso acoplado a espectrébmetro de massas
(Shimadzu GC-2010 Plus), com coluna capilar de silica fundida modelo RTx-5MS
(Restek, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e injetor split (1:50) a 245 °C. O volume injetado
foi de 2,0 pL. O gés hélio foi utilizado como gas de arraste. A ionizagéo foi realizada
por impacto de elétrons (IE), com voltagem de 70 eV e corrente de emissao de 60 UA.
A aquisi¢éo dos dados ocorreu no modo SCAN, com monitoramento dos ions de 35 a
300 m/z. A temperatura utilizada na separacéo foi de 80 °C durante 6 minutos seguido
por um aumento na temperatura de 6 °C.min* até 120 °C, em seguida a temperatura
foi aumentada em 30 °C.min! até 215 °C e finalmente a temperatura foi elevada em

6°C.min*t até 240 °C onde foi mantida por 5 minutos, com um total de tempo de corrida
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de 25 min.

45 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Para a analise de FTIR foi utilizada a metodologia descrita por Leimann
(2011), com modificagbes. Foi avaliada a presenca de grupos funcionais
caracteristicos na composicao das fracdes oleosas obtidas em funcao dos diferentes
solventes utilizados na extracdo, por FTIR. Foram preparadas pastilhas de brometo
de potassio (KBr) contendo o 6leo disperso no mesmo. As pastilhas foram entéo
analisadas em espectrofotometro Shimadzu (IR AFFINITY-1). Os espectros foram
obtidos na faixa de 4000-400 cm utilizando 32 acumulacdes e resolucédo de 4 cm™.

Para comparacao, foram analisados os espectros de cada 6leo obtido.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OLEOSOS
POR DISCO-DIFUSAO

Para avaliar a possibilidade de atividade antimicrobiana dos 6leos, o método
de antibiograma de Kirby & Bauer, de acordo com o protocolo estabelecido pelo
documento M100-S19/2009, “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI,
2009) foi utilizado. Para o estudo, foram preparadas placas contendo Agar Mueller
Hinton em placas estéreis com o cultivo recente de bactérias a serem analisadas,
sendo elas: Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Escherichia Coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Bacillus cereus (ATCC 14579). Os discos foram elaborados com papel filtro
quantitativo e estéril de 125 milimetros (Unifil). Para a embebicdo dos discos, os
extratos oleosos obtidos de diferentes solventes foram dissolvidos em seus respetivos
solventes e mantidos em fluxo laminar estéril até ser verificada a secagem dos

extratos nos discos.
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Logo, o método de antibiograma foi realizado onde, uma alca bacteriologica,
previamente flambada e resfriada foi utilizada para tocar em torno de 4 a 5 col6nias
de cada bactéria e posteriormente suspender estas colénias em solucao salina esteéril
(0,85%), até a obtencdo de uma turvagdo de grau 0,5 da escala Mac Farland. Para
obter esse grau de turvagéo, utilizou-se um tubo aferido com uma turvacéo grau 0,5
da escala Mac Farland como comparativo e um vortex para agitacdo da suspensao.
Um swab estéril foi embebido na suspensédo bacteriana preparada antecipadamente
e 0 excesso foi retirado na parede do proprio tubo. Em seguida, a suspensao foi
cuidadosamente semeada por toda superficie da placa. ApGs aguardar a secagem da
superficie da placa, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de cada extrato
obtido foram colocados sobre a superficie do meio. Por fim, as placas foram
encubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Cada
teste foi realizado em duplicata. Apos o periodo de incubacédo, foram avaliados os
didmetros dos halos de inibicdo formados (CLSI, 2011).

4.7 EXTRACAO DOS COMPOSTOS POLARES DAS CASCAS DE CAFE

Para a extracdo dos compostos com maior polaridade das cascas de café
foram testadas quatro condicdes de solvente em dois métodos de extracdo. Foram
utilizadas solugBes hidroetandlicas nas concentracdes de 20, 40, 60 e 80% e a
proporcao soluto/solvente de 1:20 (m/v). A extracdo a frio foi realizada a temperatura
ambiente (20-25 °C) em Tubos tipo Falcon com agitacdo em um homogeneizador
rotativo de tubos (Phoenix, AP 22). A extracdo a quente foi realizada a temperatura
de 40 °C em Tubos tipo Falcon utilizando um banho térmico (Dist) com agitacdo. As
extracOes ocorreram pelo periodo de 24 horas e os extratos foram filtrados em papéis
filtro quantitativos (125 mm, Unifil). Imediatamente apos a filtragdo, os extratos foram

analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).
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4.8 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR CLAE-DAD

Os extratos foram filtrados através de um filtro de seringa de nylon de 0,22 um
(Millipore, Sao Paulo, Brasil). A analise por CLAE foi realizada usando um
cromatdgrafo Dionex Ultimate 3000 (Dionex, ldstein, Alemanha) equipado com uma
bomba Ultimate 3000, coluna do compartimento de amostra Ultimate 3000 e detector
de fotodiodo Ultimate 3000. As fases moveis utilizadas foram uma solucédo de acido
acético 1% (A) e metanol (B) para um total de tempo de execucdo de 65 min, com
gradiente programado como segue: 5-10% B (0—2 min), 10-12% B (2—3 min), 12-16%
B (3-5 min), 16-23% B (5-10 min), 23-33% B (10-20 min), 33-45% B (20-30 min),
45-65% B (30—40 min), 65-80% B (40-45 min), 80-100% B (45-50 min), 100% B
(50-55 min), 100-5% B (55-60 min) e 5% B (60—65 min). O software Chromeleon foi
utilizado para controlar o amostrador automatico, configurar os gradientes e realizar a
aquisicdo de dados. As separacdes foram realizadas em uma coluna Acclaim® 120,
Cis, 5 ym, 120 A (4,6 mm x 250 mm), operando a 40 °C com fluxo de 1,0 mL.minL,
No nosso laboratério existe um banco de padrdes, constituido por: acido gélico,
catequina, acido siringico, capsaicina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-
cumarico, acido ferdlico, dihidrocapsaicina, rutina, quercetina, teobromina e cafeina,
separados como descrito no gradiente citado acima otimizado por Rodrigues et al.
(2015) para a separacdo destes padrdes e que foram utilizados na tentativa de
identificacdo de alguns compostos nas cascas de café. As analises foram realizadas

em triplicata.

4.9 QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

Para quantificacdo da cafeina nos extratos hidroetandlicos, um novo gradiente
foi otimizado sendo as fases méveis utilizadas: solugéo de acido acético 1% (Solvente
A) e metanol (Solvente B) para um total de tempo de execucdo de 32 min. A
quantificacdo da cafeina foi realizada por CLAE-DAD, utilizando o mesmo

cromatdgrafo descrito no item 4.8. O gradiente foi programado como segue: 30% B
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(0-10 min), 30-100% B (10-12 min), 100% B (12—-20 min), 100-30% B (20—-22 min),
30% B (22-32 min). As separag6es foram realizadas numa coluna Acclaim® 120, Cis,
5 um, 120 A (4,6 mm x 250 mm), operando a 40 °C com vaz&o de 1,0 mL.min! e
deteccdo no UV (A = 273 nm). A metodologia descrita acima foi utilizada para
determinar a melhor propor¢éo de solvente extrator e tipo de extracédo para a cafeina.
As amostras foram analisadas em triplicata e a média das areas dos picos foi utilizada
para a quantificacédo da cafeina. Para a construcao da curva de calibracao, utilizou-se
cafeina padrdo comercial 98% nas concentracdes de 0,980; 0,490; 0,294; 0,196;
0,098; 0,049; 0,025 e 0,010 mg.mL™.

4.10 COMPARACAO DO TEOR DE CAFEINA EXTRAIDO DAS CASCAS E DOS
GRAOS DE CAFE

A metodologia de extracdo (item 4.7) que proporcionou o melhor rendimento
de extracdo de cafeina das cascas de café determinado por CLAE-DAD foi utilizada
para a obtencdo de um extrato a partir dos gréos de café, torrados e moidos, para
comparacao do teor de cafeina nas cascas e nos graos de café. A amostra foi
analisada conforme metodologia descrita no item 4.8 e 4.9 e os dados foram
comparados. A amostra de café torrada e moida, utilizada para a realizacdo desse
estudo, foi adquirida no comércio local da cidade de Campo Mouré&o, da marca de café

Coamo Tradicional da empresa que concedeu as amostras de casca de café.

4.11 DETERMINACAO in vitro DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DA CASCA DE CAFE

O extrato hidroetandlico de casca de café obtido pela melhor condigdo de
extracdo (EtOH 40%) foi seco em estufa com circulagéo de ar a 50 °C em placas de

petri pelo periodo de 24 horas. Apés o periodo, o extrato foi resolubilizado em 20 mL
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de agua destilada e congelado em ultra freezer a -76 °C. Posteriormente, o extrato foi
submetido a secagem por liofilizacdo (L101-LIOTOP), a uma pressao de vacuo de
aproximadamente 61 pHg com temperatura a -53 °C. O produto liofilizado foi
embalado e armazenado em frasco plastico em freezer doméstico.

Para avaliar a possibilidade de atividade antimicrobiana do extrato
hidroetandlico com melhor teor de cafeina, foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo de acordo com o protocolo estabelecido pelo documento M100-S22/2012,
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2012). Para o estudo, foram
preparadas placas estéreis com o cultivo recente de bactérias a serem analisadas,
sendo elas: Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Escherichia Coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Para a determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), foram feitas diluicbes seriadas (1:2) do extrato em 100 uL de
caldo Mueller Hinton Broth (MHB), com uma concentragao inicial de 8 mg.mL™* e final
de 0,015 mg.mLt. As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica (Fanem,
Mod. 002 CB) a temperatura de 35 °C durante 24 horas.

Ainda, para a determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), uma
aliguota de 10 pL de cada poco, onde néo foi observado crescimento no ensaio de
CIM, foi transferida para os mesmos meios de cultura usados para o cultivo dos
isolados bacterianos e incubados em estufa bacterioldgica pelo tempo e temperatura
especificos de cada microrganismo. Cada teste foi realizado em triplicata com trés
repeticées (CLSI, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DE OLEO EM SOXHLET

Os rendimentos dos extratos de 6leo obtidos pelo método de extracdo por
Soxhlet em triplicata, utilizando solventes de diferentes polaridades, bem como seus
respectivos indices de polaridade, de acordo com Collins et al. (2006) e Neto e Nunes
(2003), estao apresentados na Tabela 1.

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que o melhor
rendimento médio encontrado na extracao foi obtido utilizando o solvente cloroférmio.
Logo, pode-se verificar que nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
rendimentos obtidos utilizando os diferentes solventes. Por meio desse método de
extracdo, a temperatura, a reciclagem do solvente e a interacdo entre o solvente e a
matriz vegetal, favorecem a solubilizacdo de compostos, que de acordo com as
caracteristicas dos solventes, podem apresentar variacdes no rendimento dos

extratos obtidos e composi¢ao quimica (MEZZOMO, et al., 2010).

Tabela 1 - Rendimento médio das extra¢fes de 6leo utilizando diferentes solventes.

Solvente Polaridade” Rendimento (%)
Eter de Petréleo 0,00 0,78 +0,05
Ciclo-hexano 0,04 1,19 + 0,03
Hexano 0,10 0,95 £ 0,09
Diclorometano 3,10 1,26 £ 0,08
Cloroférmio 4,10 1,55 + 0,23

*Indice de polaridade dos solventes em ordem crescente.

Os solventes quimicamente semelhantes que possuem parametros de
seletividade similares fazem parte do mesmo grupo, no entanto, podem apresentar
diferentes valores de polaridade (POOLE; DIAS, 2000). A partir dos resultados, é
possivel verificar que os solventes com maiores indices de polaridade apresentaram
melhores rendimentos nas extracdes. De acordo com os resultados obtidos em um

estudo por Andrade (2011), as cascas de café possuem grande quantidade de
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compostos com polaridades de intermediaria a alta, sendo que solventes com essas
caracteristicas, como o diclorometano e cloroférmio (polaridade intermediaria), podem
obter bons rendimentos na extracdo por Soxhlet. Entretanto, ainda nesse estudo,
foram obtidos rendimentos semelhantes utilizando solventes de carater apolar, como
n-hexano, sugerindo também a presenca de compostos de carater lipofilico na matriz
vegetal que se solubilizam mais facilmente na caracteristica apolar desse solvente.

Comparando o percentual médio de rendimento obtido utilizando o solvente
cloroférmio com os rendimentos encontrados na literatura, observou-se que o valor
encontrado esté entre os resultados obtidos em alguns estudos, como de Brand et al.
(2000), por exemplo. No entanto, notou-se que os rendimentos obtidos no presente
estudo ndo foram semelhantes ao encontrados por Andrade (2011) para o extrato
oleoso, sugerindo que as caracteristicas de polaridade dos solventes utilizados por
esse autor (etanol e acetato de etila), apresentaram melhores rendimentos (3,4 e
4,8%, respectivamente). Em outros estudos que apresentam a composi¢cdo da casca
de café, verificou-se diferencas nos percentuais lipidicos, que chegam a variar de 0,3
até 7% de lipideos na casca de café (PANDEY et al., 2000; BRAND et al., 2000;
SOCCOL, 2002; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; MURTHY; NAIDU, 2012).

52 IDENTIFICACAO DE CAFEINA NOS EXTRATOS OLEOSOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-
MS)

A caracterizagcdo dos extratos oleosos obtidos por Soxhlet, utilizando
diferentes solventes extratores foi realizada por CG-MS. Pela analise dos
cromatogramas e espectros de massas obtidos por CG-MS e comparacao dos dados
de fragmentacdo com a biblioteca virtual NIST 21, foi possivel identificar a cafeina nos
extratos diclorometano e cloroformio com tempo de retencéo (tR) igual a 19,95 min
(Figura 4). Apenas os solventes com caracteristicas dipolares foram capazes de

extrair a cafeina devido a seletividade dos mesmos.
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Figura 4 - Cromatogramas de CG-MS (El) dos extratos oleosos das cascas de café extraidos
por solventes de diferentes polaridades.
Fonte: Préprio autor.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Na Figura 5 sao apresentados os espectros de FTIR obtidos para as amostras

de extratos oleosos das cascas de café em funcdo dos diferentes solventes de
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extracao e na Figura 6 as estruturas quimicas da cafeina e do acido clorogénico. Na
Tabela 2 as bandas identificadas estao relacionadas com as respectivas ligacdes e 0s

compostos de interesse (cafeina ou acido clorogénico).
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Figura 5 - Espectros de FTIR dos extratos da casca de café obtidos com os diferentes
solventes orgénicos (indicacdo em verde bandas caracteristicas do 4cido clorogénico, em azul
da cafeina e em preto bandas comuns aos dois compostos).

Fonte: Préprio autor.

Figura 6 - Estruturas quimicas da cafeina (a) e do acido clorogénico (b) Fonte: (CLAUDIO et al.,
2013; MENG et al., 2013).

Percebe-se que as bandas caracteristicas da cafeina e do acido clorogénico
aparecem nos espectros dos extratos obtidos utilizando cloroférmio e diclorometano

como solventes de extracao (Figura 5). Os demais espectros ndo apresentam tais
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bandas, corroborando com os resultados de Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas.

De acordo com Belay et al., (2008) a literatura indica que o diclorometano e o
cloroférmio sdo Uteis para descafeinizacdo de graos de café, no entanto a eficiéncia
do diclorometano para extrair a cafeina a partir de grédos de café € de 98-99%. Os
autores ainda comentam que o cloroférmio tende a extrair uma quantidade maior de
compostos interferentes que o diclorometano.

Andrade et al. (2012) extrairam gréos de café ja utilizados e cascas de café
por extracdo soxhlet com o0s seguintes solventes: n-hexano, diclorometano, acetato
de etila e etanol. Os autores identificaram a presenca de acido clorogénico somente
no extrato obtido utilizando acetato de etila. A cafeina foi identificada nos extratos
obtidos com hexano (2,1 ug por mg de extrato), diclorometano (189,9 ug por mg de
extrato) e etanol (129,6 ug por mg de extrato). Possivelmente no presente trabalho a
cafeina possa ter sido extraida pelos solventes de menor polaridade (n-hexano,
ciclohexano e éter de petrdleo), porém numa propor¢cdo muito menor que pelo
cloroférmio e pelo diclorometano, ndo tendo destaque das bandas caracteristicas nos

espectros em funcdo da baixa concentragao.

Tabela 2 - Bandas de absorc¢éo identificadas nos espectros de FTIR dos extratos de casca de
café.

Composto Ligacédo Banda (cm™) Banda da Referéncia
referéncia (cm?)
Acido Cc=0 1715 1692 (BHATTACHARYYA
clorogénico CcC-0 1316 1334 et al., 2014)
OH fendlico 3750 3860
OH &cido 3400 3736
carboxilico
C = C aromaético 1516 1513
Cafeina CcC=0 1715 1703 (AL-BAYATI;
=C-H 3116 3112 MOHAMMED,
C-H 2950 2953 2009)
C-N 1216 1236
C-N 1016 1024
C=N 1650 1657
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OLEOSOS
POR DISCO-DIFUSAO

Como o &cido clorogénico e a cafeina sédo relatados na literatura como
substancias que apresentam atividade antimicrobiana, seus potenciais para inibir
estes microrganismos foram avaliados pelo método de disco-difusdo em agar para
determinar se os extratos oleosos obtidos apresentavam tal atividade. Apesar dos
relatos na literatura indicarem que essas substancias possuem atividade
antimicrobiana (GARAMBONE; ROSA, 2007; CHAO et al., 2012; CLAUDIO et al.,
2013), os resultados obtidos no presente trabalho demostraram que ndo houve acdo
antibacteriana e bacteriostatica dos extratos oleosos testados. Todos o0s
microrganismos utilizados nesse estudo (Salmonella typhimurium, Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus) apresentaram
resisténcia aos extratos empregados, ndo havendo o desenvolvimento do halo de
inibicdo em torno dos discos, tanto para 0s extratos com a presenca de acido
clorogénico e cafeina (obtidos pelo solvente cloroférmio e diclorometano), bem como
para os demais extratos obtidos pelos outros solventes (n-hexano, ciclohexano e éter
de petréleo).

A atividade metabdlica secundaria dos vegetais é capaz de produzir
substancias antibidticas derivadas de seus mecanismos de defesa em condi¢bes
adversas. Com isso, € possivel se obter extratos vegetais com substancias que
apresentem algum efeito antibidtico. Entre essas substancias, alguns principais
grupos com propriedades antimicrobianas sédo: os 6leos essenciais, os alcaloides,
algumas substancias fendlicas e polifendis, tais como fendis simples, acidos fendlicos
e quinonas. Além desses, fazem parte desse grupo as flavonas, os flavondis,
flavonoides e taninos (GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005).

Dentre os grupos citados, o acido clorogénico presente nos extratos oleosos
obtidos com solventes de caracteristicas dipolares no presente trabalho, € de acordo
com Chao et al., (2012), um polifenol encontrado em alimentos de origem vegetal,
como frutas, chas, legumes e café. Segundo Garambone e Rosa (2007), os polifendis
sdo compostos por acidos hidroxinamicos, sendo o acido cafeico o maior
representante destes, presente na forma de acido clorogénico nos alimentos. O &cido

clorogénico € um éster do acido quinico com o acido cafeico.
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A cafeina, também obtida nos extratos oleosos com solventes de
caracteristicas dipolares, pertence a familia dos alcaloides, apresentando
caracteristicas antibacterianas e antifungicas. Além de suas propriedades particulares
como seus efeitos estimulantes, a cafeina possui acao pesticida natural para protecao
de plantas, sendo esta sua principal funcao no café, guarana, cha e cacau (CLAUDIO
et al., 2013).

Para Almajano et al., (2008) a propriedade de inibicdo depende de fatores
como a cepa de microrganismo testada, do tipo de extrato e da concentracdo dos
principios ativos. Dessa forma, as concentracdes das substéncias presentes nos
extratos podem ter sido insuficientes para o efeito de inibicdo e sugere que
concentracbes maiores dessas substancias poderiam apresentar melhores

resultados.

5.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS POR CLAE-DAD

O perfil cromatografico dos componentes de maior polaridade presentes nas
cascas de café foi avaliado por CLAE-DAD. Para a otimiza¢do da extracdo destes
constituintes foram testadas diferentes proporcdes dos solventes de extracdo etanol
e agua (EtOH: 80, 60, 40 e 20%) utilizando um método de extracéo a frio e a quente.

Garcia e Del Bianchi (2015) avaliando a capacidade antioxidante de diferentes
residuos do beneficiamento de café extrairam compostos fenélicos das cascas de café
utilizando acetona e agua, identificando e quantificando o acido clorogénico por CLAE,
presente em maior quantidade na casca de café que nos outros residuos. Mediante
os resultados obtidos por CLAE-DAD no presente trabalho, foi possivel identificar o
acido clorogénico nos extratos, corroborando com resultados apresentados na
literatura. Entretanto, o acido clorogénico ndo foi identificado como composto
majoritario do extrato das cascas de café no presente trabalho, sendo esse fato
explicado pela utilizacdo de outra solucdo extratora (etanol e agua) no atual trabalho.
Ainda assim, a obtencao de acido clorogénico a partir das cascas de café pode ser
uma alternativa para a industria farmacéutica e de alimentos, considerando a atividade
biolégica desse composto fendlico e agregacdo de valor ao residuo agroindustrial
(PANDEY et al., 2000; GARCIA; DEL BIANCHI, 2015).
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Avaliando a composi¢cédo de diferentes extratos de casca de café por CLAE
em fase reversa obtidos com acetato de etila e etanol e sob diferentes métodos,
Andrade et al. (2012) encontraram para 0s extratos das cascas de café os seguintes
compostos: acido vanilico, epicatequina, &acido galico, acido tanico, acido
protocatecuico e acido clorogénico, sendo este Ultimo o composto fendlico identificado
na maioria dos extratos. Os &cidos clorogéncios sdo 0s principais componentes
fendlicos do café, sao soluveis em alcoois de cadeia curta e em misturas alcool-agua
(AZEVEDO, 2005).

Pode-se observar neste estudo que a mudanca na proporcao da mistura dos
solventes extratores ndo resultou em mudancas significativas em composi¢cao dos
extratos, porém houve mudanca na quantidade extraida do composto majoritario. O
composto majoritario com tr = 15,9 min foi identificado por comparagéo do tempo de
retencdo (tr) e espectro de UV com o do padrdo comercial. A substancia majoritaria
foi identificada como sendo a cafeina. A comparacgéo dos perfis cromatograficos para
0s extratos obtidos na extracao a frio utilizando diferentes proporc¢des de etanol e agua

em CLAE-DAD (A 271 nm) seguem dispostos na Figura 7.
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Figura 7 - Comparacéao dos perfis cromatograficos para os extratos obtidos na extracao a frio
utilizando diferentes proporcfes de EtOH e H20 em CLAE-DAD ( A 271 nm).
Fonte: Préprio autor.
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5.6 QUANTIFICACAO DA CAFEINA NOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

ApoOs a identificacdo do composto majoritario nos extratos obtidos para as
cascas de café nas extracfes a frio e a quente como sendo a cafeina, procedeu-se
para a sua quantificacdo. A Figura 8 apresenta 0s cromatogramas para a
quantificacdo dos extratos obtidos em diferentes propor¢cdes de etanol e agua,
utiizando o método de extracdo a frio (Figura 8A) e a quente (Figura 8B),

respectivamente.

"'}- 1
mAU EtOH 80% WWL:273 nm

= / EtOH 60%
' EtOH 40%
EtOH 20%

LR AT | | N S J W\hﬁ'ﬁ'll\.—t *_,_L_‘,__._..,,_.,\,,._,_f“‘“—u

Absorbance [mAU]

LU

-\M._.a_,..._/\____,l L iy p\\’\__ﬂJ'Jn.
AN T \‘__..-{."-_ s

j e i min|
-40 v . ¥ & T = . . . T v . . " T = . . . v . = & . . . . w 1
0,0 5.0 10,0 15,0 0,0 250 32,0

Retention Time [min]

o

(=]

[EERY]

. ]
_mAU 0 EtOH 80% WVL:273 nm

EtOH 60%
EtOH 40%
25,0 EtOH 20%

|

0.0-p it — /ﬂ\"\‘vﬁi'u.__. w‘—l’“—v—‘—v——"‘ﬂ—v—’m

?.__ \L_\ﬂ,AJk_ — /\’\.jd'\ r.
-30.0 - - N AL — min

0,0 5 0 10,0 15 0 20.0 25,0 32,0
Retention Time [min]

Figura 8 - Comparacdo dos cromatogramas obtidos utilizando diferentes propor¢des da
mistura etanol-agua nas extracdes obtidas pelo método a frio (A) e a quente (B).
Fonte: Prdprio autor.

Absorbance [mAU]

Para a quantificacdo da cafeina, realizou-se a construcdo da curva de
calibracdo da cafeina. Os dados utilizados para a construgdo da curva de calibragédo
da cafeina comercial padrdo (98%) seguem dispostos na Tabela 3. A curva de
calibracdo, a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo r? obtidos estdo
apresentados na Figura 9.
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Tabela 3 - Concentracdes de cafeina utilizadas na construcdo da curva de calibracéo.

Concentracéo (mg.mL1) Area (mAU.min1)
0,98 945,121
0,49 485,783
0,294 291,998
0,196 197,757
0,098 98,790
0,049 48,214
0,025 24,625
0,01 10,153

Fonte: Préprio autor.
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Figura 9 - Curva padréo para determinacdo de cafeina.
Fonte: Préprio autor.

Comparando a quantidade de cafeina obtida nas extracdes a frio e a quente
pode-se verificar que as quantidades de cafeina obtidas foram superiores para as
extracdes a frio para todas as propor¢cles utilizadas entre etanol e agua, porém
utilizando 40% de etanol obteve-se a maior extracdo de cafeina, com a concentracao
de 0,118 mg.mL de extrato. A média das areas dos picos de cafeina em A= 273 nm
e a concentracdo de cafeina com tr = 6,89 min obtida nos métodos de extracdo a
guente e a frio se encontram descritos na Tabela 4.

Embora no presente trabalho ndo tenha se determinado a porcentagem de
cafeina extraida pelos diferentes métodos de extracdo, Fernandes (2007) em seu
trabalho avaliou a influéncia do didametro das particulas de casca de café na extracédo
de cafeina utilizando dgua como solucao extratora e pode verificar que quanto menor
o diametro da casca de café, maior foi a quantidade de cafeina extraida e maior o
tempo gasto. Em 5 g de amostra de casca de café com 0,36 mm de diametro foi

possivel extrair 33,92% da cafeina presente na amostra.
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Em outro estudo, Andrade et al. (2012) identificou 0s compostos presentes
em extratos de borra e casca de café obtidos por diferentes métodos de extracao e
com variacdes no processo e solvente. Em seus resultados, foi verificado que a
cafeina estava presente em todos o0s extratos, exceto ao obtido por acetato de etila,
com as concentragdes variando entre 0, 734 ug.mg* extrato a 3421,1 ug.mg extrato.
Ainda, puderam observam que as concentracdes de cafeina para o extrato de casca
de café foram superiores para todas as condicfes testadas que do extrato da borra

de café.

Tabela 4 - Comparacédo da extracdo da cafeina utilizando diferentes proporc¢des de etanol e
agua nos meétodos a frio e a quente pela média das areas dos picos (n=3) da cafeinaem A =273
nm e concentracdo de cafeina nos diferentes extratos.

Média das areas dos picos

% EtOH da cafeina (tr = 6,89 min) Cafeina (mg.mL?)
Q_20% 10,1183 0,100
F_20% 10,4114 0,103
Q_40% 10,5278 0,105
F_40% 11,7865 0,118
Q_60% 10,8686 0,108
F_60% 11,4665 0,114
Q_80% 10,5371 0,105
F_80% 11,3918 0,114

Q: Extracdo a quente; F: Extracdo a frio.
Fonte: Prdprio autor.

5.7 COMPARACAO DO TEOR DE CAFEINA NAS CASCAS E GRAOS DE CAFE

A cafeina, identificada como a substancia majoritaria nos extratos hidrofilicos
das cascas de café € uma substancia com diversas aplicacdes comerciais, como por
exemplo, na industria alimenticia e farmacéutica (ANDRADE, 2011). Sendo o objetivo
deste trabalho caracterizar os constituintes quimico dos extratos lipofilicos e
hidrofilicos das cascas de café visando agregar valor a este residuo do beneficiamento
do café, foi realizada a comparacao da quantidade de cafeina presente nas cascas e
graos de café por CLAE-DAD. A comparacdo foi realizada com a melhor condicdo de
extracdo para a obtencdo da cafeina previamente estabelecida como sendo EtOH

40%, a frio. Na figura 10 é apresentada a comparacdo dos cromatogramas dos graos
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e cascas de café mostrando a diferenca do teor de cafeina extraida dos gréos e
cascas de cafe.
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Figura 10 - Cromatograma de comparacdo da quantificacdo da cafeina nas cascas e graos de
café na melhor condigao de extragao (EtOH 40% a frio) (A 273 nm).
Fonte: Prdprio autor.

Pela quantificacdo da cafeina extraida na melhor solucdo extratora,
determinou-se uma razdo de 1 para 6, sendo que 0S Qréos apresentaram
aproximadamente seis vezes mais cafeina do que as cascas de café. A concentracao
de cafeina obtida nas amostras de casca e grdos de café por CLAE-DAD estéo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Comparacgao da extracdo da cafeina utilizando EtOH 40% no método a frio pela média

das areas dos picos (n=3) da cafeina em A = 273 nm e concentra¢cdo de cafeina nos diferentes
extratos.

Média das areas dos picos

Produto da cafeina (tr = 6,89 min) Cafeina (mg.mL1)
Café em grao 61,5565 0,634
Casca de café 11,7865 0,118

Fonte: Prdprio autor.

Considerando os diferentes métodos de obtencdo de cafeina com utilizagéo
de solventes organicos como diclorometano, capaz de produzir toxidade aos produtos
empregados, o presente trabalho demonstra uma alternativa para a obtencdo de
cafeina a partir da casca de café, residuo gerado em quantidade apreciavel, utilizando

solventes menos téxicos.
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5.8 COMPARACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS CASCAS E GRAOS
DE CAFE

Com a intencdo de comparar os perfis cromatograficos obtidos pelo método
de extracdo na melhor condicdo (EtOH 40%) para os grdos e cascas de café por
CLAE-DAD, os extratos foram analisados utilizando diferentes comprimentos de onda,
sendo que em 273 e 306 nm, foram observados o maior numero de compostos.

A comparacao dos perfis cromatograficos em 273 e 306 nm para a casca de
café, pode ser observada na Figura 11A. Utilizando a mesma forma de comparacao
de perfil cromatogréafico para gréos de café, obteve-se o cromatograma apresentado
na Figura 11B.
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Figura 11 - Comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos obtidos com EtOH 40% a frio.
Comparacéao do perfil em 273 nm e 306 nm do extrato das cascas de café (A) e comparacéo do
perfil em 273 nm e 306 nm do extrato dos grdos de café (B).

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 12A, pode-se observar a comparacao dos perfis cromatograficos
das cascas e dos gréos de café em 273 nm e a identificacdo da cafeina nestes extratos
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e na Figura 11B em 306 nm, com a identificacdo do acido clorogénico. Através dos
perfis obtidos por CLAE-DAD, pode-se verificar que existe uma similaridade entre os
compostos presentes nas cascas e graos de café e que na sua maioria 0S Compostos

apresentam maior concentracdo nos gréos de café em comparacéo com as cascas.
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Figura 12 - Comparacao do perfil cromatografico do extrato EtOH 40% obtido pela extragéo a
frio das cascas de café e dos gréos de café. Comparacao dos perfis dos extratos obtido das
cascas e grados em 271 nm com o espectro de UV e identificagdo de cafeina (A) e do dos perfis
obtidos em 306 nm com espectro de UV e identificag&o do acido clorogénico.

Fonte: Préprio autor.

5.9 DETERMINACAOQ in vitro DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DA CASCA DE CAFE.

Muitos alcaloides sao substancias farmacologicamente ativas apresentando
atividades fisiologicas tanto em humanos quanto em animais. Muitos estudos sdo

realizados com o objetivo de extrair diferentes metabdlitos secundarios e avaliar a
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capacidade antimicrobiana destes, além dos estudos com estas substancias puras
também ha interesse em avaliar as propriedades antimicrobianas destes quando em
combinagdo com outras substancias através de estudos de sinergismo. O extrato de
café apresenta alta concentracdo de cafeina bem como a presenca de inimeras
outras substancias, dentre elas compostos fendlicos. A cafeina apresenta atividades
antimicrobiana e antioxidante (MOHAMMED; AL-BAYATI, 2009). S&o relatados em
alguns estudos que a cafeina extraida a partir do café comercial possui atividade
antimicrobiana e, além disto, que as concentracdes de cafeina em combinacdo com
demais substancias em extratos de café sdo potenciais agentes antimicrobianos
contra Salmonella entérica (ALMEIDA et al., 2006).

Mohammed e Al-bayati (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana a partir de
cafeina isolada de diferentes plantas contra seis bactérias, sendo: Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia e
Pseudomonas aeruginosa. Pelo método de difusdo em agar, a concentracéo de 2
mg.mL* dos extratos, apresentou atividade antibacteriana contra todas as bactérias
testadas, com excecdo de P. mirabilis, e o efeito inibitério mais elevado foi observada
contra P. aeruginosa. Os valores de CIM variaram de 62,5 a 250,0 ug.mL* para a
cafeina isolada a partir de café e de 62,5 para 500,0 ug.mL* para a cafeina do cha
verde.

Em outro estudo, Sumitha e Sivakumar (2013) isolaram bactérias do solo, da
planta e dos graos de café, sendo que todas apresentaram alta tolerancia a cafeina.
Entre estas bactérias, foram caracterizadas as bactérias puras, sendo identificadas
como Pseudomonas sp. e Brevibacterium sp. na polpa de café. A bactéria isolada a
partir da polpa de café, Pseudomonas sp, foi capaz de tolerar até 10 g.L* de cafeina
em meio sélido e 5 g.L* em meio liquido. J& a bactéria Brevibacterium sp, foi capaz
de tolerar até 8 g.L* de cafeina em meio sélido e 3 g.L'* no meio liquido.

Como relatado nos estudos citados acima, ha certa seletividade nos efeitos
da cafeina como agente antimicrobiano. Por efeito, os extratos hidroetandlicos
contendo a cafeina associada ao acido clorogénico e demais compostos fendlicos
presentes nos extratos foram avaliados para verificar a atividade antimicrobiana deste
extrato, obtido pela melhor condicéo de extracdo de cafeina (EtOH 40%).

Na literatura, a cafeina e acido clorogénico que se encontram entre 0s
alcaléides e compostos fendlicos, sdo substancias que possuem atividade
antimicrobiana (GARAMBONE; ROSA, 2007; CHAO et al., 2012; CLAUDIO et al.,
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2013). Buscando-se determinar a concentracdo minima inibitéria do extrato
hidroetandlico, n&o foi possivel observar inibicdo para nenhum dos microrganismos
avaliados. Todos o0s poc¢os inoculados apresentaram turvacdo, indicando a
reproducado dos microrganismos desde a concentracao inicial de extrato de 8 mg.mL -
1 até a concentragdo final de 0,015 mg.mL1. Dessa forma, ndo prosseguiu-se com a
determinacao da CBM.

O resultado obtido no presente trabalho comparado aos resultados obtidos
nos demais trabalhos citados, pode indicar que as concentracdes de substancias com
reconhecida atividade antimicrobiana foram inferiores para o efeito inibitério. Cabe
ressaltar que a propriedade de inibicdo depende de diferentes fatores, como a cepa
testada, o extrato e a concentracdo utilizada, ja citados no presente trabalho
(ALMEIDA et al., 2006; MOHAMMED; AL-BAYATI, 2009; SUMITHA; SIVAKUMAR,
2013). Ainda, pelos reconhecidos efeitos que os compostos identificados nos extratos
hidroetandlicos possuem, é possivel que maiores concentracdes de extrato pudessem
apresentar resultados com propriedades antimicrobianas para as bactérias testadas,

bem como para outras bactérias.
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6 CONCLUSOES

Com base na literatura, pode-se verificar que a casca de café € um residuo
agroindustrial com diferentes aplicagfes e possivel de ser convertido para obtencao
de substancias de valor agregado, como a cafeina no presente estudo.

N&o houve diferenca significativa no rendimento dos extratos oleosos obtidos
de diferentes solventes, entretanto, pode se observar que apenas 0s solventes
cloroférmio e diclorometano foram capazes de extrair a cafeina, fato observado
através da caracterizacdo destes extratos pelas analises de FTIR e CG-MS. Os
extratos oleosos testados ndo apresentaram acao antimicrobiana nas concentracdes
avaliadas. No entanto, sugere-se que maiores concentracfes das substancias com
reconhecida atividade antimicrobiana podem fornecer melhores resultados quanto ao
efeito antimicrobiano dos extratos.

Nos resultados obtidos por CLAE-DAD, pode-se verificar que a casca de café
apresenta em sua composi¢ao acido clorogénico, ndo quantificado, e, como composto
majoritario a cafeina, uma substancia de interesse comercial. O método a frio extraiu
uma maior quantidade de cafeina para todas as concentracdes de etanol-agua
testadas. A melhor condicao verificada para extracdo da cafeina foi utilizando solugéo
hidroetandlica 40%, pelo método a frio. Os extratos obtidos pelos diferentes métodos
de extracdo a frio e a quente ndo apresentaram mudancas nha composi¢cao quimica
observada por CLAE-DAD.

Comparando os resultados obtidos do teor de cafeina da casca de café com o
grao de café ainda por CLAE-DAD, os resultados mostraram que apesar da casca de
café apresentar menor concentragdo de cafeina que os graos, aproximadamente seis
vezes menor, o extrato hidroetandlico da casca apresenta baixa complexidade, o que
facilitaria 0 uso destas para na obtencédo da cafeina pura, agregando valor a este
residuo vegetal e contribuindo para o aproveitamento dos residuos produzidos no
beneficiamento do café, reduzindo assim o impacto ambienal gerado pelo descarte
destes residuos. Como identificado por CLAE-DAD, o extrato hidroetandlico possui
compostos com reconhecidas propriedades antimicrobianas, entretanto, nédo houve
acao bacteriostatica para o extrato hidroetanélico com maior concentracéo de cafeina
obtido pelo método a frio, porém, maiores concentracdes de extrato poderiam ser

testadas para verificacdo das propriedades antimicrobianas.
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