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RESUMO GERAL

A agroindustria gera grandes quantidades de residuos que muitas vezes sao descartados
ou ndo sdo aproveitados de modo conveniente e sustentdvel. Durante a extragdo mecanica do
0leo de café verde ¢ gerada uma biomassa, na qual ainda apresenta compostos bioativos e 6leo.
Para a extracdo de compostos desejaveis, o processo aquoso se mostra como uma alternativa
que visa a saude dos manipuladores e consumidores diminuindo o uso de solventes organicos.
O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o processo de extracdo aquosa
enzimatico por carboidrases em grao de café verde e sua torta residual advinda da extracao
mecanica do seu 6leo. Otimizou-se os fatores tempo, pH e temperatura, na extragdo de s6lidos
soluveis com delineamento composto central rotacional (DCCR). Apos a otimizagao, o extrato
produzido nessas condi¢des foi caracterizado com analises fisico-quimicas e comparado com
extracdo aquosa nas mesmas condi¢des, exceto o uso das carboidrases. Verificou-se a
correlacdo entre as analises fisico-quimicas utilizando o coeficiente de Pearson. Os resultados
da otimizacdo da extracdo enzimatica de solidos soluveis para o grao de café foram de 75
minutos, pH 4,5 e temperatura de 49°C, e para a torta residual de 51 minutos, pH 5 e temperatura
de 46°C. A comparag¢do com o grupo controle (extragdo aquosa sem uso de enzimas) mostrou
que a adi¢cdo de enzimas favoreceu a extragdo de cafeina, compostos fendlicos, 6leo e as
atividades antioxidantes ABTS e DPPH e com potencial de uso da torta residual frente a
resultados similares e até superiores quando comparada com o grdo de café. O coeficiente de
correlagdo linear de Pearson identificou as variaveis que se correlacionam no processo
enzimatico e mostrou que a extracdo de compostos fendlicos estd correlacionada com a
presenca de cafeina, actcares redutores e antioxidante pela metodologia DPPH, j4 a turbidez
estd correlacionada com a presenca de oleo e cafeina na fase extrato, as metodologias ABTS e
DPPH para antioxidante ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significante entre si. O
uso de enzimas aumentou a extragdo de compostos de interesse do grao de café e da torta, e a
utilizagdo da torta como aproveitamento de residuos agroindustriais no mercado cafeeiro
apresentou eficdcia, uma vez que sua aplicagdo como matriz diminui desperdicios e
consequentemente o custo com material, com resultados inclusive superiores em cafeina,
compostos fenolicos e atividade antioxidante por DPPH em relagdo ao grao de café.

Palavras-chave: Carboidrases. Processo enziméatico. Subprodutos agroindustriais. Compostos
fenolicos. Correlagao linear de Pearson.



GENERAL ABSTRACT

Agribusiness generates large amounts of waste that are often discarded or not used
conveniently and sustainably. During the mechanical extraction of the green coffee oil, biomass
is generated, which still contains bioactive compounds and oil. For the extraction of desirable
compounds, the aqueous process is shown as an alternative that aims at the health of the
manipulators and consumers, reducing the use of organic solvents. The present work was
carried out with the objective of evaluating the aqueous enzymatic extraction process by
carbohydrases in the green coffee bean and its residual cake resulting from the mechanical
extraction of its oil. The time, pH and temperature factors were optimized in the extraction of
soluble solids with a central rotational composite design (CRCD). After the optimization, the
extract produced under these conditions was characterized by physical-chemical analysis and
compared with aqueous extraction under the same conditions, except for the use of enzymes.
The correlation between physical-chemical analyzes was verified using Pearson's coefficient.
The results of the optimization of the enzymatic extraction of the soluble solids for the coffee
bean were 75 minutes, pH 4.5 and temperature of 49 °C, and for the residual cake of 51 minutes,
pH 5 and temperature of 46 °C. The comparison with the control group (aqueous extraction
without the use of enzymes) showed that the addition of enzymes favored the extraction of
caffeine, phenolic compounds, oil and the antioxidant activities ABTS and DPPH, and with the
potential to use residual cake in view of similar results and even superior when compared to the
coffee bean. The Pearson's linear correlation coefficient identified the parameters that correlate
in the enzymatic process and showed that the extraction of phenolic compounds is correlated
with the presence of caffeine, reducing sugars and antioxidants by the DPPH methodology,
whereas turbidity is correlated with the presence of oil and caffeine in the extract phase. ABTS
and DPPH methodologies for antioxidants did not present a statistically significant correlation
between them. The use of enzymes increased the extraction of compounds of interest and cake,
as a use of agro-industrial residues in the coffee market, proved effective, since its application
as a matrix reduces waste and consequently the cost of material, with results even superior in
caffeine, phenolic compounds and antioxidant activity by DPPH concerning the coffee bean.

Keywords: Carbohydrase. Enzymatic process. Agro-industrial waste. Phenolic compounds.
Pearson's correlation.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O café ¢ uma cultura originaria da Etiopia que comegou a ser comercializada no inicio
do século VII e se propagou por todos os continentes. Atualmente, os principais paises
produtores no mundo sdo Brasil, Colombia e Vietnd. Grande parte da produgdo brasileira ¢
mantida no mercado interno, uma vez que o consumo brasileiro de café ¢ um dos maiores do
mundo, junto com os Estados Unidos. Economicamente, a plantacdo das lavouras ¢
principalmente voltada para o preparo de bebidas.

Em relagdo a producao de café no mundo, a safra 2018/2019 atingiu 174,5 milhdes de
sacas de 60 kg, um crescimento de 14% em relacdo a safra 2015/2016 que produziu 152.,9
milhoes de sacas. A espécie arabica esta sendo responsavel por aproximadamente 100 milhdes
de sacas nas safras dos ltimos cinco anos (CONAB, 2019).

O surgimento de mercado para produtos a base de café tem estimulado pesquisas em
desenvolvimento de produtos como os 6leos de café verde e torrado, com diversas aplicagdes
na industria de cosméticos e farmacéutica. Os subprodutos do café apresentam substancias com
poder antioxidante e estimulante, por esse motivo as industrias da area de saide aumentaram o
enfoque no processamento dos mesmos, que sao abundantes no Brasil.

A crescente demanda industrial por aproveitamento de residuos e subprodutos ¢é
estimulada pela diminui¢do de custos e materiais que antes seriam descartados, contribuindo
para uma produgdo econdmica e ambientalmente sustentdvel. Novas tecnologias sao
desenvolvidas a fim de potencializar o aproveitamento de compostos de interesse nas industrias
de alimentos, cosméticos e farmacéutica, sendo essas as que apresentam maior interesse nos
subprodutos advindos do café.

A busca por agregar valores em produtos, que até entdo, eram considerados tradicionais,
vém criando novos nichos mercadologicos. Um estudo de Oliveira et al. (2019.a) mostrou que
a torta residual da extragdo mecanica apresentava quantidades significativas de bioativos com
atividade antioxidante in vitro.

Apesar do mercado de café ser voltado para a producao de bebida, o grao de café tem
outros potenciais industriais, como a extracdo de dleo e compostos bioativos usados em
cosméticos. Este, absorve radiagdo ultravioleta proveniente da luz solar que atingiriam a pele e
assim previne o foto-envelhecimento, que ocorre pela formagao de radicais livres. Um estudo

de Saewan e Jimtaisong (2015) concluiu que o 6leo da espécie Coffee arabica apresentou maior
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capacidade foto-protetora contra queimaduras solares, e por esse motivo, tem sido a espécie
mais usada em cosméticos.

Os graos de café verdes usados industrialmente ndo sdo submetidos ao processo de
torrefagdo, apresentando, assim, uma constitui¢ao quimica bem distinta do grao torrado (XU et
al., 2019), despertando interesse como matéria-prima na agroindustria por possuir um 6leo rico
em compostos bioativos, como cafeina, acido clorogénico e alto potencial antioxidante
(OLIVEIRA et al., 2019.b).

O é4cido clorogénico apresenta fungdo organica fenodlica, auxiliando na redugao da
pressdo sanguinea por inibir a agdo da arginase, uma enzima que produz hormonios
responsaveis pela vasoconstricao, também reduz os picos de glicose e por isso ¢ uma substancia
indicada para pessoas com diabetes mellitus tipo 2. A cafeina ¢ uma metilxantina termogénica
que aumenta o estado de vigilia e diminui¢do da fadiga, tem propriedade antioxidante, estimula
a apoptose de células epiteliais cancerigenas e tem capacidade de absorver radiagdo ultravioleta
(RADICE et al., 2016).

A extragdo mecanica de 6leo no grao de café verde gera uma biomassa, chamada torta
residual. Essa torta ainda apresenta compostos de interesse industrial, apesar de ter sido retirado
parte de seu 6leo. Tanto o grao de café verde quanto a torta residual da extra¢ao de 6leo desse
grao vém sendo estudados com intuito de novas aplicagdes (OLIVEIRA et al., 2019.a).

Recentemente, houve um aumento de pesquisas com o uso de enzimas para melhorar o
rendimento na obtenc¢do de compostos bioativos, como 4cidos graxos insaturados (NGUYEN
et al., 2020) e em diversos 0leos vegetais (HU et al., 2020; SOUZA et al., 2020). A extra¢do
aquosa com uso de enzimas apresenta-se CoOmo um processo mais seguro aos manipuladores e
a saude dos consumidores, por ndo utilizar outros solventes além da 4gua, também gera danos
minimos em relagao a contaminacao do meio ambiente. Tradicionalmente, o hexano ¢ um dos
solventes mais usados em processos de extragdo de Oleos, entretanto, pode acarretar
consequéncias graves a saude dos manipuladores (BATES et al., 2019). O processo enzimatico
necessita ser bem planejado e estudado por possuir um alto custo operacional e suas condigdes
devem ser bem delimitadas, uma vez que enzimas sdo altamente sensiveis e atuam em faixa de
temperatura e pH especificos.

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo principal avaliar as condi¢des da extracao
enzimatica através de carboidrases para graos de café verde e da torta residual gerada pela
extracdo mecanica do dleo, otimizar o processo enzimatico de acordo com pH, temperatura e
tempo; caracterizar do extrato do processo otimizado e compara-lo com o obtido pela extragdo

aquosa, sem o uso das enzimas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e fisiologia do café

O grao de café ¢ um cotilédone envolto pelas estruturas de exocarpo, mesocarpo e
endocarpo. O exocarpo também ¢ conhecido popularmente como casca. O mesocarpo ¢ onde
se localiza a polpa, e o endocarpo € recoberto pelo pergaminho. O fruto ¢ resultado da
polinizagdo da flor do cafeeiro e em estado in natura esse fruto apresenta coloragio esverdeada
e formato oval. Com o amadurecimento, o exocarpo apresenta uma modificagdo na sua
coloragdo e diminui¢do de 4cidos clorogénicos. O conjunto de flores formados depende
diretamente da exposi¢do aos raios solares, assim como o desenvolvimento do fruto (RIGAL et
al., 2020).

A polinizagdo do cafeeiro ndo ¢ obrigatoria, ou seja, ndo ha necessidade de agentes
bidticos para que as flores se transformem em fruto, mas a produtividade da cultura se torna
muito maior na presenca de polinizadores. Na Figura 1, € possivel observar graos de café no

estadio de anatomia quase desenvolvidos.

Figura 1- Fruto do cafeeiro da espécie ardbica no estadio de desenvolvimento.

Fonte: Do autor (2020).

A maioria das plantas da espécie arabica emite as inflorescéncias na primavera e
frutificam no mesmo ano fenolodgico, levando dois anos para completar o ciclo (FERREIRA et
al., 2014). No primeiro ano, forma-se os ramos vegetativos, com gemas axilares nos nés durante
a época com dias longos. As caracteristicas anatdmicas influenciam na maturagao do fruto do
cafeeiro, como exemplo, o maior nimero de vasos xilema aceleraria e anteciparia o inicio de

processo de maturacdo. O processo de amadurecimento vem sendo estudado e realizadas
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simulag¢des com precisdo, a fim de compreender o comportamento dos frutos (TINOCO; PENA,
2019).

Do ponto de vista econdmico, o endosperma ¢ a parte mais aproveitada pela
agroindustria. Diversos compostos quimicos estdo presentes no grao, como agua, proteinas,
alcaloides, oleos, dextrinas, pentosanas, celulose e outros componentes em menores
quantidades (PEREIRA et al., 2019). As reservas de lipidios estdo dispersas em globulos
esféricos no interior da célula com fun¢do energética, assim como as hexoses. Durante a
germinagdo da semente ha metabolizacdo de parte da quantidade lipidica, transformando os
triacilglicerdis em carboidratos, principalmente sacarose, com a finalidade de aumentar a
mobilidade da fonte de carbono energético para a planta (WU et al., 2020).

O manejo inadequado dos frutos de café nas fases pré e pods-colheita estimulam a
deterioragdo dos componentes lipidicos presentes no café, devido a degeneragdo das
membranas desfiguradas sob os aspectos histoquimicos e morfoldgicos. A parede celular ¢ uma
camada resistente em aspectos mecanicos e tem como principal funcdo, a protecao da célula do
meio externo (LIMA et al., 2014).

O grao de café apresenta um alto teor de carboidratos, advindos principalmente da
parede celular, com o amadurecimento, a quantidade de sacarose tende a aumentar, como uma
fonte rapida de energia para a semente. Constituida por componentes celuldsicos e nao
celuldsicos, a parede celular é constituida pela parede primaria que ¢ fina, flexivel e eléstica,
permitindo o crescimento celular e também pela parede secundaria que € mais espessa e rigida.

Além da celulose, a parede celular apresenta quantidades significativas de pectinas e
hemiceluloses, componentes que dificultam a extracdo dos componentes internos da célula. Os
Oleos na célula vegetal tém funcdo de armazenagem energética em plantas que produzem
sementes pequenas. Nos graos de café, os triacilglicerois sdo armazenados no citoplasma das
células de endosperma, reservado em organelas chamadas oleossomos, formado por uma
grande quantidade de proteinas anfipaticas, chamadas de oleosinas (BRESINSKY, 2011). Essas

proteinas separam o 6leo da fase aquosa no citoplasma.

2.2 Consolidacao e perenidade do mercado cafeeiro

Pertencente a familia Rubiacea e ao género Coffea, as duas espécies mais conhecidas e
cultivadas de café sdo denominadas arabica (Coffea arabica) e robusta (Coffea canephora). A
espécie robusta, também conhecida como conilon, ¢ responsavel por quase um tergo da

producao mundial, contém duas vezes mais cafeina que o ardbica e apresenta menor
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susceptibilidade a pragas e incidéncias de doengas fungicas (VILLARREYNA et al., 2020).
Outra espécie que apresentou um aumento em sua produgao ¢ o café liberiano (Coffea liberica),
entretanto, sua produgdo comercial se restringe a Indonésia e alguns paises asiaticos.

A espécie arabica apresenta caracteristicas sensoriais mais requintadas e menor
amargor, com menores teores de cafeina. A desvantagem da espécie ¢ a susceptibilidade de
ataque por fitopatogenos que se aproveitam de mudancgas climdticas para se instalarem nas
células vegetais com facilidade (ALVES et al., 2011).

Minas Gerais ¢ responsavel por mais da metade da producao brasileira e ¢ uma das
principais fontes de cafés especiais, basicamente usando a espécie ardbica (CONAB, 2019). Os
estados de Espirito Santo, Rondonia, Sdo Paulo, Bahia e Parand também apresentam
representatividade no cendrio nacional, sendo o Espirito Santo, o maior produtor da espécie
Conilon.

A valorizagdo da saca de café no Brasil ndo acompanhou os indices referentes a inflagao
nos ultimos 20 anos, com o prego da saca de 60 kg de café arabica oscilando entre R$ 420 a
RS 500 nos ultimos 5 anos. A Tabela 1 mostra a cotagdo média da saca de 60 kg de café arabica
tipo 6, referente ao preco médio do primeiro trimestre dos respectivos anos (CEPEA/ESALQ,

2020).

Tabela 1- Cotacao do café arabica (tipo 6) bebida dura no primeiro trimestre dos respectivos
anos.

Ano 2016 2017 2018 2019 2020
Preco (R$) 443 476 423 477 505
Preco (US$) 123 152 128 121 97

Fonte: CEPEA/Esalq (2020).

O café ¢ uma das bebidas mais populares do mundo, com cerca de 400 bilhdes de xicaras
sendo consumidas por ano (SPENCE; CARVALHO, 2020). Existem grandes diferencas
genéticas entre as espécies de café, gerando produtos distintos nos quesitos nutricionais,
anatomicos, de resisténcia as pragas e na composicdo quimica (BABOVA; OCCHIPINT;
MAFFE]L, 2016).

As razdes que estimulam o consumo da bebida, além do seu aroma e gosto

caracteristicos, ¢ o efeito estimulante que o café proporciona ao consumidor, principalmente
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pela cafeina presente. Na alimentagdo, o café tem um conjunto de substiancias com efeito
hepatoprotetor em dietas com grande ingestao de lipidios (ONTAWONG et al., 2019).

O consumo interno brasileiro nos ultimos anos estd em expansao, ultrapassando 20
milhdes de sacas anuais, sendo o segundo maior consumidor no mundo e com perspectiva de
aumento nos proximos anos, e cafés de alta qualidade vém sendo mais procurados no mercado
interno (CONAB, 2019).

A producao de bebida ainda ¢ o principal foco dos produtores de café, todavia, o
aumento na oferta do café, devido ao desenvolvimento de tecnologias que garantiram maior
producgdo, criou uma barreira na progressdo do preco do café no mercado brasileiro.
Atualmente, o mercado tem alcancado aceitacdo significativa com produtos advindos do café.
O uso de café verde apresenta potencial de mercado para a industria cosmética ha mais de 20
anos, com coloracdo e odor suaves (GLESS, 1998).

Visando o aumento da receita dos produtores, os residuos gerados no processamento de
café tém sido estudados para sua aplicacdo em diversas areas, apresentando um alto potencial
para geracdo de energia, como o biodiesel com finalidade de combustivel (KAMIL et al., 2019),
além de poder ser usado para a alimentagdo animal e como substituto de carvao vegetal em

caldeiras que sdo usadas como fontes energéticas nas industrias.

2.3 Compostos Bioativos, Antioxidantes e suas metodologias

Compostos bioativos tém efeitos sobre os organismos, tecidos ou células, ndo sendo
essenciais para a sobrevivéncia, porém, apresentam grande influéncia positiva para a saude.
Suas estruturas quimicas variam bastante, bem como suas fungdes bioldgicas, esses compostos
ndo estdo relacionados diretamente com nenhuma fungdo organica.

Esses compostos podem ser encontrados abundantemente nos vegetais. Geralmente, em
plantas sdo compostos secundarios relacionados com seu sistema de defesa da célula vegetal,
alguns contra a radiagdo ultravioleta e outros a ataques de insetos e microrganismos, sendo que
o uso dessas substincias em dietas pode ndo atingir os resultados desejados devido a baixa
bioacessibilidade dessas no trato digestivo (RIBEIRO et al., 2019).

Os compostos bioativos podem desempenhar uma série de fungdes a satde do
consumidor, inclusive acdo antioxidante (ISLAM et al., 2020). Conceitualmente, a atividade
antioxidante ¢ a capacidade de uma matriz inibir a degradag¢do oxidativa, por esse motivo, a
determinagdo desse parametro tem sido importante na caracterizagdo dietética de alimentos e

produtos naturais. O interesse pela descoberta de antioxidantes novos e seguros de fontes
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naturais tem aumentado, principalmente, para prevenir o dano oxidativo as células vivas (LIMA
etal., 2010).

O café apresenta uma quantidade significativa de compostos bioativos, basicamente os
fendlicos, e por isso tende a apresentar uma atividade antioxidante significativa. Estudos de
Samsonowicz et al. (2019) mostrou uma alta correlagdo entre as metodologias para atividade
antioxidante e presenc¢a de polifenois em café.

A combinagdo dos compostos presentes no café faz com que seu poder rejuvenescedor
na célula seja um grande aliado para a saude. Estudos mostram que o consumo frequente de
café estimula a digestdo e a imunidade; previne a cirrose e diversas doencas hepaticas, como
cancer de figado; combate a obesidade e hipertensao; além de possuir fungdes antimicrobianas
por causa dos compostos naturais do café (LACHANCE et al., 2020).

Cafeina, acido clorogénico e trigonelina sdo fitoquimicos abundantes no café que
conferem diversos beneficios a satde (LIMA et al., 2013). Essas substancias presentes no café¢
vém sendo estudadas com maior frequéncia e possuem agdo antioxidante.

Estudos de Fischer et al. (2014) evidenciam que a cafeina, quando usada topicamente
nas raizes do cabelo, estimulam os foliculos pilosos e protegem da acdo negativa das reagdes
advindas da testosterona, e assim, fortalece os fios de cabelo. A cafeina também tem a agado de
estimulacdo na circulagdo e promove a apoptose em células modificadas, por essas razoes,
quando usada na pele, auxilia no combate a celulite e na preven¢dao do cancer de pele. Ha
evidéncias que a molécula previne o cancer de pele mesmo quando ¢ consumida via oral,
independente da etnia do consumidor (CHOON CHIAT et al., 2019).

Assim como a cafeina, o acido clorogénico ¢ exclusivamente sintetizado pelo reino
vegetal, quando ingerido, reduz a pressdo sanguinea, apresenta alto poder antioxidante e agao
anti-inflamatoria. Além de apresentar diversos beneficios evidenciados, tem mostrado controlar
os niveis de leptina nas respostas neuroenddcrinas, sendo um dacido fendlico que, por
consequéncia, regula os niveis de glicose no sangue (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2018).

Pertencendo a classe dos alcaloides, a trigonelina sofre desmetilacio durante a
torrefacdo e forma a vitamina B3 (niacina), que também tem importancia nutricional
(SALDANA; MAZZAFERA; MOHAMED, 1997), auxiliando a circulagio sanguinea e
evitando a formagdo de trombos indesejaveis. A trigonelina tem capacidade antioxidante,
aumenta e melhora as condigdes metabolicas dos hepatdcitos, auxilia na producao de bile e em

combinacdo com outras substiancias reduz a obesidade, diabetes e inflamacdes cronicas

(COSTA et al., 2020).
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Os métodos FRAP, ABTS e DPPH usualmente utilizados para determinar a capacidade
antioxidante (MADUWANTHI; MARAPANA, 2021). A aplicagio de mais de uma
metodologia se torna interessante, a fim de comparacao e confirmagdo dos resultados, isso
porque o método de reacdao ¢ diferente entre as metodologias. Quando uma metodologia ¢
aplicada isoladamente, pode nao fornecer resultados seguros, devido principalmente, a
complexidade dos compostos (SUCUPIRA, 2012).

A extracdo de compostos bioativos apresenta desafios no processo enzimatico. Um
desses obstaculos € a desnaturacao enzimatica que pode ocorrer devido a temperaturas elevadas,
o0 que pode acarretar também o comprometimento da qualidade e na bioatividade dos compostos
(ZHANG et al., 2020.a). Dentre as categorias de bioativos fitoquimicos, merecem destaque as
dos compostos fendlicos, considerados os principais componentes antioxidantes presentes nos
vegetais, podendo ser moléculas sensiveis ao meio externo (KHOSHNOUDI-NIA et al., 2020).
Os compostos fenolicos, presentes em pequenas quantidades, podem exercer efeitos
preventivos e curativos em disturbios fisioldgicos nos seres humanos. Nao podem ser
considerados vitaminas por ndo serem elementos essenciais para o organismo.

Esses compostos apresentam fun¢do organica de fenol, consistindo em um grupo
hidroxilo ligado diretamente a um hidrocarboneto aromatico. Existem inlimeros compostos
fendlicos, na Figura 2 pode-se observar as moléculas majoritarias presentes no café, com

destaque na hidroxila ligada ao composto aromatico que os tornam fenolicos.

Figura 2- Moléculas de compostos fendlicos encontradas no café
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Fonte: Do autor (2020).

A polaridade, o tamanho da cadeia e as interacdes com o meio externo dos compostos
fendlicos variam de acordo com cada molécula. Para a quantificagdo destes compostos, estudos
atribuem os resultados em equivaléncia em acido galico (GAE), porém, a classe dos compostos
fenolicos ¢ bem mais abrangente, destacando os flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples,

cumarinas, taninos, ligninas e tocofer6is (ANGELO; JORGE, 2007).
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Os compostos fenolicos sdo origindrios do metabolismo secundario de plantas, sendo
essenciais para seu crescimento e reproducgdo, além disso se formam em condigdes de estresse
como, infecg¢des, ferimentos e radiagdes UV. Esses compostos agem como antioxidantes a partir
de duas rotas, a primeira podendo doar hidrogénio ou elétrons, ja a segunda, em virtude da
formagao de seus radicais intermediarios estaveis, impedindo a oxida¢do de varios ingredientes

do alimento, particularmente de lipidios (SILVA et al., 2010).

2.4 Setor agroindustrial

A agroindustria ¢ o conjunto de processos relacionados a transformacdo das matérias-
primas agricolas, que pode gerar produtos que ndo sdo usados e muitas vezes acabam
descartados. No caso desses subprodutos serem bem empregados, apresentam potencial de
melhorar a receita dos produtores e diminuir significativamente a quantidade de material
descartado. A busca de alternativas para utilizagdo das biomassas geradas nos processos vem
crescendo dentro de varios centros de pesquisas, sabendo que ha um desperdicio durante toda
a cadeia produtiva de 1,3 bilhdo de toneladas por ano (GRESES et al., 2019).

O grao de café verde apresenta em suas células uma quantidade significativa de lipidios
com fracdo insaponificavel e saponificavel, constituida essa tiltima principalmente por esterois,
quando presentes em produtos cosméticos sao principio ativo de propriedades desejaveis como

retencao de umidade, penetracdo na pele e aderéncia.

2.4.1 Torta residual da extracio do 6leo de café

O 6leo de café verde ¢ obtido industrialmente por prensagem a frio do grao de café verde
e uma biomassa residual ¢ gerada, conhecida também como torta. Na maioria das vezes a torta
residual ¢ descartada sem agregar valor industrial, contudo, pesquisas demonstram que ha
compostos bioativos presentes nessa biomassa com um grande potencial para industrias
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, apresentando atividade antioxidante (OLIVEIRA et
al., 2019.b).

Estudos ao longo dos anos estdo sendo publicados com o objetivo de valorizar os
residuos gerados pela agroindustria, aproveitando para outros fins e diminuindo o desperdicio
(SINGH et al., 2019). Todavia, ainda ha algumas dificuldades em utilizar em larga escala esses

residuos de modo rentavel para os produtores, principalmente, quando as técnicas sdo
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inovadoras e ainda estdo na fase de estudo, como ¢ o caso do uso de residuos agroindustriais
para imobilizagdo enzimatica (GIRELLI, 2020).

A torta residual obtida na extragdo de Oleo apresentou em estudos de Oliveira et al.
(2019.b) a mesma quantidade de acidos clorogénicos, fibra alimentar, minerais e proteinas que
o grao de café verde in natura. A quantidade de fenolicos e cafeina da torta foram superiores,
provavelmente, por ndo apresentar a fra¢do lipidica que foi extraida. Essa caracterizagdo
evidencia um potencial do uso da torta para a industria alimenticia e cosmética. Os apelos
econOmicos e ambientais do aproveitamento de residuos gerados na extragao de 6leos justificam
estudos desses materiais para outros fins, como foi observado em um estudo de Franca et al.
(2010), onde a torta residual apresentou uma eficiéncia significativa como adsorvente de azul

de metileno, proporcionando apelo ambiental.

2.5 Extracio com solventes

Os o6leos vegetais sao lipideos extraidos de plantas com presenga de acidos graxos
insaturados, onde em temperatura ambiente, sao encontrados no estado liquido, sendo essas as
principais diferengas com as gorduras. Apesar de outras partes vegetais, como raizes, galhos e
folhas, poderem ser utilizadas na obtengdo de 6leo, a extragdo ocorre na maioria das vezes a
partir das sementes. Os 6leos sdo formados basicamente por triglicerideos, quimicamente sendo
a unido de trés acidos graxos e uma molécula de glicerol e, devido a essa natureza quimica
apolar, sdo insoliiveis em 4gua e soliiveis em solventes organicos. Acidos graxos sio acidos
carboxilicos, diferenciando entre si pelo nimero de carbonos e suas insaturacoes.

A diversidade de fontes de 6leos vegetais leva a uma grande variabilidade dos
percentuais de extracdo. As tecnologias mais usuais sdo as de extracdo por prensagem
mecanica, com escalas e ordens de investimento menores, € de extragdo quimica, com escalas
e investimentos maiores, que utilizam solventes para isso, € novas tecnologias estudam a
extracdo utilizando fluido supercritico e enzimas.

Os processos com solventes apresentam dificuldades como o preco elevado de
equipamentos, perigos referentes ao solvente como prejuizos a saude dos manipuladores, risco
de incéndio e elevado gasto energético.

Pesquisas com solventes verdes vém sendo desenvolvidas visando a substitui¢ao do
hexano por alternativas menos prejudiciais ao ambiente, entretanto, nos ultimos anos, alguns

trabalhos revelaram que mesmo os solventes considerados inofensivos, como € o caso do etanol,



19

apresentavam niveis de toxicidade, sendo justificado estudos com novas tecnologias de
extragdo (TOLEDO HIJO et al., 2016).

O método mais utilizado para a extracao de 6leo de café verde nas industrias € o de
prensagem dos graos verdes, entretanto, estudos mostram possibilidades de otimizar a extragao
por solventes. Nao apenas o 6leo pode ser extraido do grao de café, mas extratos ricos em
antioxidantes e substancias lipidicas também podem ser obtidos da torta do processo de
prensagem, conforme o solvente utilizado. Um processo alternativo exequivel seria extrair o
oleo do café verde por prensagem e, posteriormente, um extrato rico em compostos bioativos
da biomassa residual por extragdo com solventes.

Geralmente, o processo de extragdo de antioxidantes naturais constitui em um
mecanismo complexo envolvendo vérias etapas. O uso de solventes pode ser de grande
eficiéncia, até podendo ser usado em andlises para quantificacdo. Contudo, muitas vezes, ¢
agressivo ao meio ambiente e exige controle rigoroso de fatores os quais podem provocar perda

do poder antioxidante (ANDREO; JORGE, 2006).

2.5.1 Extracao aquosa enzimatica

A diminuic¢do da energia de ativagdo ¢ um dos principais mecanismos da enzima em
uma reagdo quimica, o que resulta em um aumento na velocidade da reagdo. Em engenharia
bioquimica ¢ muito utilizada, devido a sua capacidade catalitica que € aplicada nas industrias
alimenticias, farmacéuticas, téxtil, de papel e celuldsica. Enzimas sdo proteinas com funcao
catalizadora de reacdes quimicas, onde sem sua presenga essas reacoes dificilmente
aconteceriam em um curto periodo.

Em relagdo a estrutura, as enzimas podem ser classificadas em simples, alostéricas,
complexas ou isoenzimas. Normalmente, as enzimas sdo especificas, transformando um
determinado substrato em um produto especifico, sendo que a atividade de conversao nos
produtos depende do pH, temperatura e presenga de outras substancias como cofatores e/ou
inibidores no meio. Por serem proteinas, a atividade da enzima pode ser anulada
irreversivelmente, caso sejam submetidas a um aumento substancial da temperatura ou grandes
variacdes de pH, pois podem ser desnaturadas. Na desnaturacdo, o arranjo tridimensional da
proteina ¢ desfeito e assim ndo apresenta mais sua atividade bioldgica original.

A nomenclatura das enzimas ¢ determinada por um comité especializado da Unido
Internacional de Bioquimica (KENNEDY; LLOYD, 1994), que também estipula um EC

number inicial para cada nivel. As classes enzimaticas sdo divididas em: oxirredutase,
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transferase, hidrolase, liase, isomerase e ligase, onde cada classe tem um modus operandi de
transformar as moléculas.

A multinacional Novozymes® ¢ lider mundial em produgdo enzimatica, com origem
dinamarquesa e hd mais de 70 anos se dedicando a sintese de enzimas e microrganismos. A
empresa realoca recursos para alcancar inovagao de grande impacto, principal responsavel pela
producdo industrial biotecnoloégica, produzindo diversas carboidrases. A celulase, pectinase e
hemicelulase sao exemplos que pertencem a classe das hidrolases, por utilizarem a molécula de
agua como receptor de grupos funcionais em outras moléculas.

As carboidrases sdo enzimas que catalisam a clivagem de carboidratos, hidrolisando as
ligacdes glicosidicas entre os monossacarideos que formam os polissacarideos. Assim como
toda enzima, as carboidrases sdo especificas com relagdo aos monossacarideos envolvidos na
acdo, a posicao de ligagdo, a configuragdo ou tipo de ligagdo (a ou ) e massa molecular do
substrato.

Dentre os carboidratos presentes no reino vegetal, a celulose ¢ considerada um
polissacarideo, devido ao tamanho de sua cadeia, apresenta 3 ligacdes entre glicoses (FIGURA
3). A pectina € um heteropolissacarideo estrutural ramificado, estando presente em abundancia
na parede celular primaria e na lamela média das células vegetais, ndo apresentando uma massa
molar definida, podendo ter diferentes graus de metoxilagdo (GM). Outros carboidratos
presentes na parede celular vegetal sdo lignina e hemiceluloses, que podem ser lineares ou

ramificadas e de diferentes graus de polimerizagao.

Figura 3- Arranjo estrutural da celulose.
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Fonte: Edi¢do do autor (2020).

Varios seres vivos sdo capazes de sintetizar as carboidrases, como animais, vegetais e
diversos microrganismos. Os microrganismos tém sido usados para obter esse tipo de enzima
em escala industrial, uma vez considerada a maior facilidade do processo de separacao.

Um terco da massa da planta ¢ constituido por celulose, esse composto nao pode ser
hidrolisado pelo sistema digestorio de seres humanos (REIS et al., 2020). Componente
estrutural para a célula vegetal, apresenta alta resisténcia mecanica, dificultando a difusdo de

compostos do meio externo para o interno e o contrario. O grao de café verde € constituido por
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41-43 % de celulose ¢ 5-10 % de hemicelulose (DURAN et al., 2017). Os teores médios de
pectina total no grao de café variam de 1,59 a 1,92% e pectina solivel entre 1,18 a 1,51%, sendo
que esses valores nao variam significativamente durante o armazenamento do grao (PIMENTA;
VILELA, 2000; PIMENTA; VILELA; JUNIOR, 2004).

Celulases sdo enzimas responsaveis pela degradacio de celulose, trés enzimas fazem
parte dessa classe, sdo elas: endoglucanases, exoglucanases e -glucanases, todas capazes de
clivar apenas [ ligagdes. Essas enzimas podem ser sintetizadas por bactérias, fungos, alguns
animais e pelas proprias plantas (ZHOU et al., 2021).

As pectinases sdo enzimas que degradam substancias pécticas, hidrolisando ligacdes
glicosidicas ao longo da cadeia carbonica. Podem ser despolimerizantes ou desesterificantes e
constantemente usada na industria de alimentos para amadurecimento de frutas, clarificacao e
reducdo de viscosidade em sucos. O seu uso proporciona um amolecimento no vegetal por
desestruturar as substancias que promovem sustentagdo ao fruto (DURAN et al., 2017).

Hemicelulases s3o enzimas capazes de hidrolisar as hemiceluloses, que constituem
parede celular vegetal, dentre as mais conhecidas estdo as xilanases, as arabanases e } —
glicanases. Tem sido empregada na producdo de etanol, aumento da digestibilidade de fibras
alimentares da parede celular vegetal. Assim carboidrases t€ém grande importancia industrial,
hidrolisando agticares compostos em menores, contribuindo para aperfeicoamento de processos
na biotecnologia.

Em relagdo a produ¢do enzimatica, existem diferentes origens das matérias-primas. O
uso e a produgdo de enzimas, em diferentes areas da agroindustria, mostram perspectivas
promissoras devido ao carater inerte das enzimas ao meio ambiente e saude do manipulador,
sendo produtos naturais e ndo contaminantes (SANTOS; FERRARI, 2005; MARATHE et al.,
2019). Alguns estudos mostraram que enzimas sao promissoras na contribui¢ao de extragao de
6leo, principalmente, quando combinadas com processos mecanicos. Diversos compostos
bioativos também podem ser extraidos, conforme podem ser conferidos alguns exemplos de

estudos na Tabela 2.
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Tabela 2- Estudos de extragdo de compostos bioativos com auxilio de enzimas em matrizes

vegetais.

Estudo

Compostos bioativos

Resumo/Metodologia

Jiang et al. (2020)

Antocianinas presentes na
espécie Akebia trifoliata

Placket-Burman para avaliar

pH, pré-tratamento, razao
solido-liquido, razao entre

carboidrases

Comparagdo entre extracdo
por ultrassom com ¢ sem uso
de enzimas e otimizagao do
processo

Gorgug; Ozer; Yilmaz
(2020)

Compostos fendlicos e
atividade antioxidante no
farelo de gergelim

Compara¢ao dos métodos
tradicionais com uso de
solventes
(isopropanol/hexano) e
método enzimatico

Carotenoides na espécie

Hamdi et al. (2020)
Portunus segnis

Box-Behnker com trés
niveis para avaliar condi¢des
Otimas de processo como
temperatura, quantidade de
enzima e tempo de
incubagao das enzimas.

Antocianinas no residuo de

Zhang et al. (2020.b) : )
vinho da amoreira

Avaliagao de pressdo e das
enzimas pectinase e celulase
na extracao de compostos
fenolicos, atividade
antimicrobiana.

Compostos fenolicos e
atividade antioxidante na
casca de roma.

Alexandre et al. (2019)

Fonte: Compilado de estudos do autor (2020).

A estrutura microscopica das células vegetais ¢ formada por uma parede rigida,
composta basicamente de celulose associada a outros polissacarideos como hemiceluloses e
pectina. Uma das maneiras de provocar a ruptura desta parede celular ¢ a hidrdlise, utilizando
enzimas como carboidrases e em alguns casos proteases, as quais liberam substincias presentes
na célula, tais como compostos fendlicos (OLIVEIRA, 2009).

Fatores que determinam a atividade enzimdtica sdo: pH, temperatura e relacao
substrato/enzima/produto. A velocidade de reagdo, geralmente, ¢ baseada no modelo
matematico, em que as enzimas estdo sujeitas as leis da termodindmica e cinética dos

catalisadores quimicos, isto €, alteram a velocidade da reagdo. O uso de enzimas favorece a
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extragcdo aquosa, porque acelera a quebra dos carboidratos na parede celular do vegetal, o que
facilita a transferéncia dos compostos intracelulares.

Extra¢des aquosas sem uso de enzimas tendem a ser otimizadas em temperaturas mais
elevadas, sendo a decomposicao térmica apontada como uma causa para a redugao do contetudo
de polifendis em matrizes vegetais (ISLAM et al., 2020). Estudos apontam uma influéncia
significativa e positiva da temperatura em extracdo ndo enzimatica de compostos fenolicos
(OKE et al., 2020; SANTOS et al., 2012). Entretanto, a temperatura aumenta a volatilizagao
desses compostos, o que acaba reduzindo o teor dos mesmos em processos de temperaturas
mais elevadas (GORGUC; OZER; YILMAZ 2020).

As carboidrases apresentam potencial para serem usadas em extracdo de oleo,
compostos bioativos, entre outros compostos que sdo armazenados em organelas vegetais
distribuidas no citoplasma celular.

Um estudo de Jiang et al. (2020) encontrou as condi¢des ideais para a extra¢do de
antocianinas usando pectinase e celulase na razao 1:1, mostrando um método mais rapido e
eficiente na espécie Akebia trifoliata, atingindo resultados superiores a extracdo aquosa
convencional na temperatura de 100°C por 30 minutos. Entretanto, para extra¢do de compostos
fenodlicos totais e capacidade antioxidante em casca de roma nao houve aumento significativo
quando foram usadas as enzimas pectinase e celulase, assim como a variagdo da pressdo no
processo nao se mostrou eficaz para o aumento do rendimento (ALEXANDRE et al., 2019).

O foco atual das pesquisas na area de extragdo enzimatica tem sido proporcionar um
aumento do rendimento dos compostos desejaveis em matrizes vegetais, uma vez que a quebra

da parede celular auxiliaria na liberagdo dos compostos intracelulares para o meio aquoso.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A otimizacdo e o reaproveitamento dos residuos em processos agroindustriais vém se
tornando estratégias fundamentais para uma produ¢ao mais sustentavel no ambito econdmico e
ambiental, visando uma melhor qualidade no ecossistema e utilizacdo de recursos que antes
eram subaproveitados. Com o reaproveitamento de materiais, ha uma redu¢ao na demanda de
novos recursos naturais ¢ aumento na funcionalidade dos residuos. O estudo com residuos
alternativos da cadeia cafeeira, como a torta gerada da extragdo mecanica do 6leo, se mostra
promissor e apresenta potencial de uso em industrias alimenticias, farmacéuticas e de
cosméticos.

O mercado procura novas aplicagdes e nichos mercadologicos para a cultura cafeeira.
Por tais pretextos, o presente estudo busca otimizar, em relagdo a sélidos soltveis, a extracao
enzimatica com carboidrases de duas matrizes, o grao de café¢ verde e a torta residual.
Posteriormente, realizar andlises fisico-quimicas dos extratos e comparar com grupos controle,
onde as extragdes ocorrem em mesmas condigdes, porém sem uso das enzimas.

Uma combinacdo de substancias benéficas presentes no café verde e seus compostos
bioativos, aliado com uma cadeia produtiva consolidada e estabilizada no Brasil, faz com que
a aplicacdo do estudo possa se tornar uma realidade mercadolédgica ao longo do tempo a fim de
valorizar a cultura cafeeira no pais. As hipoteses do trabalho s3o: 1) as enzimas contribuem
para o processo de extragcdo aquosa, aumentando rendimento de compostos desejaveis por
auxiliar na quebra da parede celular vegetal e que 2) a torta residual atinja resultados iguais ou
superiores ao grao de café verde, uma vez que apresenta teores consideraveis de compostos
bioativos, de acordo com estudos prévios.

Como sugestdes para trabalhos posteriores e complementares:

a) Aplicacdo do extrato em produtos cosméticos, farmacéuticos e posterior avaliagdo
sensorial.

b) Microencapsulacdo do extrato enzimdtico, avaliando distintos materiais de parede para
uso em industrias de cosméticos e farmacéutica.

¢) Avaliar outras enzimas e proporg¢oes, a fim de otimizar o processo.

d) Verificar o potencial de compra de acordo com as caracteristicas do produto.

e) Estudo de viabilidade econdmica e ambiental no aproveitamento da torta residual como

matriz da extragdo enzimatica.
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Highlights
- O aproveitamento de residuos associado a uma tecnologia limpa sao pilares para uma

producdo sustentavel.

- A agroindtstria gera uma série de subproduto contendo compostos bioativos e a
extragdo aquosa ¢ considerada uma alternativa limpa.

- A utilizagdo da torta residual proveniente da prensagem do grao de café¢ verde
apresentou potencial para extracdo aquosa.

- Enzimas carboidrases aumentaram significativamente a extracao de compostos de
interesse comercial.

RESUMO

Os processos na agroindustria estdo cada vez mais focados em sustentabilidade e assim ha uma
demanda de estudos relacionados ao aproveitamento de residuos e também na busca por
tecnologias mais limpas para o aproveitamento dos mesmos. A prensagem do grao de café verde
gera um subproduto, conhecido como torta residual. Neste sentido o estudo avaliou o efeito da
extragcdo aquosa enzimatica com carboidrases do grao de café verde e da torta residual. Foram
avaliadas as variaveis ideais de pH, temperatura e tempo para a extragao aquosa enzimatica de
solidos soluveis totais no grao de café verde (GCe) e da torta residual (TRe) utilizando um
delineamento central rotacional (DCCR). Na condi¢do otimizada, foram caracterizados os
extratos do grao de café verde e da torta, comparando-os com os resultados da extragdo aquosa
sem enzimas, sob as mesmas condic¢des. Para o grdo de café a condicdo otimizada para extragdo
enzimatica aquosa foi de 75 minutos, pH 4,5 e temperatura de 49 °C, sendo para a torta 51
minutos, pH 5,0 e temperatura 46 °C. Os extratos obtidos da extracdo aquosa enzimatica,
quando comparados aos respectivos grupos controle, apresentaram aumento estatisticamente
significante na extragdo de cafeina por 100 g da matriz usada no processo (GCe: 0,32 g/100g
TRe: 0,73g/ 100 g), compostos fendlicos (GCe: 3,06 g/100g, TRe: 3,85 g/100g), 6leo (GCe:
0,44g/100g, TRe: 0,32 g/100g) e na atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS. Os
acucares redutores foram capazes de serem quantificados apenas nos extratos onde foi usado
enzimas durante a extragdo. Esses resultados também mostraram o potencial da torta oriunda
da prensagem do café¢ verde como matéria-prima na produgdo do extrato rico em compostos
bioativos. O uso de tecnologia limpa utilizando extracdo aquosa enzimatica mostrou eficiente

para extragdo de compostos desejaveis do café verde e da torta oriunda da prensagem.

Palavras-chave: Carboidrases; Compostos Fendlicos; Antioxidantes; Subprodutos.
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1. Introducio

O café¢ tem uma enorme importdncia na economia brasileira com tendéncia de
crescimento e geracao de renda. A comoditie ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo, e
atualmente tem se tornado também uma das culturas agricolas com as mais diversas aplicagoes,
podendo ser utilizado de matéria prima para produtos alimenticios (Iriondo-DeHond et al.
2019), veterinarios, farmacéuticos (Bom, Jorge, Ribeiro, and Marto, 2019) e energético (Kamil
et al. 2019; Chain-Guadarrama et al. 2019). Apesar das inovagdes de aplicagdo em uso para
diversos fins, a producdo de café arabica (Coffea arabica) ainda tem intuito econdmico
principalmente voltado para a producdo da bebida (Kamiloglu, 2019). Entretanto, cresce no
mercado a demanda de outros produtos do café, com alto valor agregado, entre estes tem-se, o
0leo de café¢ verde, além de extratos e compostos bioativos, como a cafeina, compostos

fenolicos, entre outros.

A cultura do café é estavel, consolidada e conta com uma ampla rede de agricultores e
empresarios, fazendo com que haja um grande potencial para aproveitamento alternativo dos
graos de café verde, ricos em compostos considerados bioativos, como acidos clorogénicos e
cafeina (Palmieri ef al. 2018). Uma das alternativas de destino para o grao verde ¢ a extragdo
mecanica do seu 6leo, que contém triglicerideos e compostos bioativos lipofilicos (McNutt, and

He, 2019).

O o6leo de café verde tem sido extraido por prensagem a frio e sem uso de solventes, o
que gera um produto de alta qualidade para industria de cosmético e/ou farmacéutica,
entretanto, com a desvantagem de baixo rendimento. Ap6s a extracao do 6leo, a matéria residual
chamada de torta ainda contém uma fracdo de 6leo, além de compostos bioativos (Oliveira,
Carvalho, Santos, and Queiroz, 2019), uma vez que essa extragdo mecanica nao ¢ capaz de
retirar integralmente a fragdo oleosa do grao. Na industria, essa torta prensada tem sido estudada
para que seu destino ndo seja apenas o descarte (Franca, Oliveira, Nunes, and Alves, 2010).
Uma alternativa, apos a extracdo mecanica do 6leo, seria a utilizacdo de enzimas para extrair

compostos bioativos desta torta residual.

As extragdes solido-liquido usando agua como solvente sdo conhecidas como aquosa,
havendo uma resisténcia a operagdo tecnoldgica para extrair compostos apolares (Zhao et al.,
2020), nesse sentido o uso de enzimas se mostra interessante, uma vez que a parede celular do
café ¢ rompida e facilita assim a difusdo dos componentes para a fase extrato. Estudos mostram
melhores rendimentos e eficiéncia no processo ao se introduzir enzimas na extragdo aquosa de

compostos bioativos, como antocianinas (Jiang et al., 2020; Zhang et al., 2020) e compostos
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fenolicos (Gorgug, 2020) em matrizes vegetais. A utilizacdo de enzimas para extracdo aquosa
de 6leo (Liu et al., 2019) e compostos bioativos (Marathe et al., 2019) vem sendo empregada
com intuito de aumentar o rendimento sem uso de solventes organicos ¢ sem modificar as

moléculas desejaveis.

Enzimas carboidrases hidrolisam polimeros de carboidratos presentes na parede celular
vegetal, facilitando o seu rompimento e a passagem de compostos do interior da célula para o
meio aquoso. A extracdo enzimatica de oleos vegetais pode ser afetada por pH, temperatura,
tempo de exposicdo, razdo soélido-solvente (Marathe, Jadhav, Bankar, Dubey, and Singhal,
2019). Existe acumulacdo do 6leo nos espagos intracelulares em vegetais, assim as enzimas sao
capazes de afetar a estrutura das células com objetivo de melhorar a extracdo de oOleo.
Entretanto, a aplicagdo de um tratamento enzimatico requer uma estratégia especifica para cada

caso (Santos, and Ferrari, 2005).

O objetivo desse estudo foi otimizar a extragdo aquosa enzimatica de sélidos soluveis
presentes no grao de café verde e na torta residual obtida por prensagem avaliando as variaveis
independentes pH, tempo de exposicdo as enzimas e temperatura. Os extratos obtidos nas
condigdes otimizadas foram caracterizados € comparados com a extragao aquosa sem adi¢ao de

enzimas.

2. Material e métodos

2.1. Preparacio das matrizes: grao de café verde (GC) e torta residual (TR)

Graos de café (GC) foram colhidos em Guaxupé (Minas Gerais, Brasil) no ano de 2017
e sua respectiva torta residual (TR) proveniente da extragdo mecénica de 6leo passada por
prensa continua a 550 kg h'! (Ecirtec, MPE-500 AC, Bauru, Brasil). Ambas matérias primas
sao da mesma espécie Coffea arabica e fornecidas pela mesma empresa (Cooxupé€). Para
realizar as extragdes enzimaticas em GC e TR, as matrizes foram submetidas a nitrogénio
liquido e moidas (IKA, A-11, Xangai, China). O p6 obtido da moagem foi peneirado e para a
extragdo utilizou-se o material com granulometria inferior a Mesh 28 (abertura de 0,6 mm).
Posteriormente a peneiragdo, GC e TR foram secos na temperatura de 40 = 1 °C e pressdo de
16,8 kPa em estufa a vacuo (Tecnal, TE-395, Piracicaba, Brasil) por 7 dias e armazenados em

dessecador com silica para realizacao das analises.
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2.2. Identificacdo das enzimas carboidrases

Para realizar a hidrolise da parede celular do café (GC) e torta residual (TR) foram
selecionadas trés enzimas para o estudo, classificadas como carboidrases pelo seu poder de
atuacdo em quebrar macromoléculas de carboidratos. Todas as enzimas foram cedidas pela
empresa Novozymes® (Bagsvaerd, Dinamarca) e mantidas constantemente refrigeradas a 5°C
até o estudo. As enzimas foram usadas simultaneamente no processo, sabendo que misturas e
complexos de atividades multiplas sdo mais eficientes que enzimas isoladas (Sineiro,
Dominguez, and Nufiez, 1998). A quantificacdo de proteina presente por mL de solucio

enzimatica foi aferida de acordo com metodologia de Bradford (1976).

De acordo com a determinacdo de proteina pela metodologia de Bradford, a enzima
Celluclast® 1.5 L apresentou 32,94 g de proteina por 100 mL de solucdo, Viscozyme® L com
15,6 g por 100 mL e a Pectinex ® Ultra SP-L foram observados 5 g de proteina por 100 mL.
As outras informagdes abaixo foram fornecidas pela empresa fornecedora das solugdes

enzimaticas.

A enzima Celluclast® 1.5 L ¢é uma celulase com EC number 3.2.1.4 ¢ atividade
declarada de 700 EGU (Endoglucanase Unit) /g, pH de atuagdo ideal entre 4 ¢ 6, e temperatura
entre 50°C e 60°C. Produzida por Trichoderma reesei nao modificado geneticamente,

apresentada na forma liquida com densidade de 1,22 g/mL.

Visando o rompimento das ligagdes (1,3) e (1,4) nas beta-D-glucanas foi usada a enzima
endo-beta-glucanase com atividades secundarias de xilanase e hemicelulase, comercialmente
conhecida como Viscozyme® L. O produto ¢ produzido pelo microrganismo Aspergillus
aculeatus com EC number 3.2.1.6, atividade declarada de 100 FBC (Fungal Beta-Glucanase)/g.

Sua atividade ¢ ideal entre pH 3,3 e 5,5 e temperaturas entre 25 e 50°C.

Para diminuir a sustentacdo celular gerada pela pectina, foi usada a enzima
poligalacturonase com atividade declarada de 3300 PGNU (Polygalacturonase Unit) /g. Com
nome comercial de Pectinex® Ultra SP-L apresentando forma liquida e densidade de 1,17

g/mL, produzida pelo fungo Aspergillus aculeatus com EC number 3.2.1.15.

2.3. Processo de extracao enzimatica e quantificacio de solidos soluveis

Para controle do pH foram feitas 20 mL de solu¢des tampao a partir de 4cido citrico (0,1
M) e fosfato de sddio (0,2 M), de acordo com Mcllvaine (1921), onde a propor¢ao de cada
solucdo era determinada através do pH do tratamento, no qual se objetivava e medido no

instrumento proprio para conferéncia do meio onde ocorreria o processo. O procedimento de
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extracdo e quantificagdo do extrato foi dividido em 3 etapas (etapa 1- agitagdo na incubadora
com temperatura controlada; etapa 2- agitagdo mecanica; e etapa 3- centrifugacdo para
separacao das fases). A etapa do processo de extragdo enzimatica e posterior etapa de

quantificagdo de so6lidos soliiveis obtidos podem ser observadas na Figura 1.

Moagem

Solucdo tampio
(20 mL)
+

5 g matriz

Fase extrato +
lavagens com
agua deionizada

<T

Etaga 3

Fase rafinado
Adicio de 20 mL de agua deionizada

Figura 1- Processo enzimatico e quantificagdo de solidos soliveis na fase extrato.

A etapa 1 consistiu em adicionar 20 mL da solu¢ao tampao e 5 g da matriz seca moida
(GC ou TR). Foi inserido 1 mL de cada enzima especificada no item 2.2 (correspondendo a
0,32 g de Celluclast®, 0,15 g de Viscozyme® L e 0,05 g de Pectinex® Ultra SP-L); o tubo foi
submetido a agitacdo rotacional de 3,8 Hz na incubadora com a temperatura controlada de
acordo com cada tratamento (Marconi MA 820/A, Piracicaba, Brasil), a partir dessa etapa foi

considerado o inicio do processo enzimatico que foi inspecionado com auxilio de crondmetro.
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Ap6s finalizado o tempo do tratamento foi realizada a etapa 2, onde se abriu o tubo e
com auxilio de uma probe realizou-se processo mecanico de agitagdo por 120 segundos a 67

Hz (Politron TE102, Tecnal, Piracicaba, Brasil).

Posteriormente a agitagdo mecanica (etapa 2), o tubo foi fechado e colocado em um
béquer com gelo e agua, levando-o para a centrifugagdo a 6000 RPM por 10 minutos em
centrifuga refrigerada (SP Labor Comércio, modelo SP-701, Presidente Prudente, Brasil). O
sobrenadante foi separado e filtrado para calculo de sélidos soluveis, determinado por secagem

em placas de petri (etapa 3).

Ao isolar a fase extrato restou uma biomassa, com aparéncia de uma mistura pastosa e
marrom, designada de fase rafinado onde nessa fase foram adicionados 20 mL de agua
deionizada a 25°C para permear mais sélidos soltiveis e voltou esse novo sistema para as etapas
2 e 3, repetindo tal processo por trés vezes, a fim de exaurir os solidos soluveis do rafinado,
porém sem utilizacdo de enzimas. Para finalizar e quantificar a extracdo, a fase liquida
adquirida foi seca em estufa a 105°C por 24 horas. O rendimento de solidos soluveis do

processo foi calculado por 100 g de matriz (GC ou TR), conforme Equacao 1.

m
SS(%) = m—” X 100 (1)

m

Onde mss ¢ a massa de solidos soluveis na placa de petri, correspondente da extracao e
das etapas de lavagem e my € a massa de matriz usada no processo (aproximadamente 5 g).
Devido aos materiais (grdo de café e torta) terem passado pelo processo de secagem a vacuo e
colocados em dessecador, foi considerado que esses materiais estariam isentos de umidade e

assim os resultados obtidos sdo considerados em base seca.

2.4. Planejamento experimental e analise de resultados

Através do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) as variaveis tempo,
pH e temperatura foram estudadas para predizer a extragao de so6lidos soluveis para a fase
extrato, a propor¢do das enzimas ndo foi objeto de estudo, sendo usada a quantidade

recomendada pelo fornecedor. Um modelo matematico de segunda ordem foi gerado e
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observou-se as suas superficies respostas. Os pontos criticos (estaciondrios) foram encontrados

com auxilio do mesmo software que os classificaram em méaximo, minimo ou de sela.

Na Tabela 1 ¢ observado a transformacao das variaveis reais para codificadas
(Rodrigues and lemma, 2014), os experimentos realizados e os resultados obtidos para as duas
matrizes. A regido do processo avaliada foi entre os tempos de 20 a 80 minutos, pHde3 a6 ¢

temperatura de 30 a 60 °C.

Tabela 1- Transformagao das variaveis reais em codificadas e delineamento utilizado.

Variavel  -1,67 -1 0 1 1,67
t (min) 20 32 50 68 80
pH 3 3,6 45 54 6
T (°C) 30 36 45 54 60

Na Tabela 2 o delineamento experimental usando as variaveis codificadas podem ser
observados para compreensao dos pontos experimentais, que a partir dos resultados em solidos
soluveis (SS%) foram gerados os modelos matematicos e consequentemente as superficies

respostas.
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Tabela 2- Delineamento experimental com as varidveis codificadas.

Tratamento tempo

(run) (min) pH TCO)
1 -1 -1 -1
2 -1 1 1
3 1 -1 1
4 1 1 -1
5 0 0 0
6 -1 -1 1
7 -1 1 -1
8 1 -1 -1
9 1 1 1
10 0 0 0
11 -1.67 0 0
12 1.67 0 0
13 0 -1.67 0
14 0 1.67 0
15 0 0 -1.67
16 0 0 1.67
17 0 0 0

Os dados foram obtidos em duas repeti¢des para cada corrida (run), gerando os modelos
matematicos e suas respectivas superficies respostas para extragdes aquosas enzimaticas de GC
e TR com variavel resposta sendo a média percentual de solidos soluveis por massa de matriz

(SS%) apos a extracao.

Posteriormente a validagdo da predi¢ao nas condigdes 6timas de cada material avaliou-
se qualitativamente a presenca de 6leo na fase extrato em microscopio de luz, com imagens
geradas em aumento total de 100x (modelo E100 LED, Nikon Instruments, Toquio, Japao) e

utiliza¢do do corante sudan III para identificagdo lipidica.
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Os modelos gerados para GC e TR foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA),
associando com os coeficientes lineares (i), quadraticos (Bi®) e de interagdes entre dois fatores
(Bij) que tiveram seus p-valores calculados e classificados em significativos (p<0,05) ou nao
significativos (p>0,05). Apds geracdo dos modelos matematicos e superficies respostas, foram
encontrados os pontos estacionarios para as duas matrizes (GC e TR) pela derivada parcial de
primeira ordem e determinado se tal ponto ¢ méximo, minimo ou de sela pela derivada parcial

de segunda ordem, com auxilio do software Statistica 10.0® (StatSoft, 2010).

Ao encontrar os pontos otimizados, as extragdes aquosas enzimaticas foram realizadas
usando essas varidveis de tempo, pH e temperatura a fim de equiparar com os valores preditos.
As andlises fisico-quimicas posteriores foram realizadas nos pontos otimizados para GC e TR,
onde apos realizagdo da extra¢do enzimatica o extrato foi inserido em um baldao volumétrico de
100 mL com volume completado com dgua deionizada e posteriormente armazenado em
recipientes ambar para futuras analises, também seguindo metodologia da Figura 1. As enzimas
foram adicionadas apenas na etapa 1, sendo que o restante do processo aconteceu apenas com

agua deionizada.

2.5 Analises fisico-quimicas do extrato nas variaveis otimizadas

Foram determinadas as caracteristicas dos extratos produzidos usando as enzimas
(tratamentos GCe e TRe) e comparou-se com as caracteristicas dos grupos controle, onde nao
havia uso das enzimas (tratamentos GCc e TRc). Os dados das andlises foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) e posterior teste de média, usando Scott-Knott (p<0,05), sendo
que os grupos controle (GCc e TRc) passaram pelo mesmo tratamento e variaveis de extragao,
com a unica diferenga de nao ter sido usado enzimas no processo. As analises fisico-quimicas
realizadas foram: teor de cafeina, fendlicos totais, poder antioxidante pelos radicais ABTS e
DPPH, turbidez, quantificacdo do 6leo e acucares redutores, sendo realizadas em triplicata

(n=3) e posterior estudo da correlagdo de Pearson.

2.5.1 Cafeina

A determinacdo de cafeina foi realizada utilizando espectrofotdmetro
(Spectophotometer SP2000 UV, BelPhotonics, Piracicaba, Brasil) com comprimento de onda
273 nm, metodologia adaptada de Li et al. (1990). A principio foram preparadas solugdes
padrio de cafeina em 4gua nas concentragdes: 10, 20, 50, 100 e 150 mg L™! para a construcdo

da curva concentragao versus absorbancia.
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Foram adicionados 0,3 g de 6xido de magnésio (MgO) para remoc¢ao de taninos em 100
mL do extrato, aquecendo por 30 minutos a 90°C, completando vagarosamente com agua
deionizada para reposi¢ao da dgua evaporada, impedindo que houvesse grande diminui¢ao no
volume. Em seguida esperou esfriar o conteudo para sua filtragdo, colocando o liquido em um

balao volumétrico de 100 mL, a cafeina foi extraida com lavagens sucessivas de cloroférmio.

Apos a extragdo cloroférmica ser completada em balao de 100 mL, uma aliquota de 4
mL da solugdo cloroférmica com auxilio de uma pipeta, foi adicionada em aproximadamente
30 mL de agua deionizada em um béquer, colocando a mistura em uma chapa e misturando até
todo cloroférmio evaporar, adicionando dgua aos poucos. Apds esse procedimento a solucao
foi completada com agua deionizada em um baldo volumétrico de 50 mL. As leituras foram
realizadas no espectofotometro em cubetas de quartzo a 273 nm e inseridas no modelo gerado
pela curva de calibracdo nas diferentes concentracdes de cafeina para calcular a quantidade de

cafeina extraida.

2.5.2 Compostos Fenolicos Totais

A determinagdo de fenolicos totais seguiu metodologia descrito em Waterhouse (2002)
usando Folin-Ciocalteu (10%) com leitura realizada no espectrofotdmetro (SP 22, VIS 325-
1000 nm, Biospectro, Tabodo da Serra, Brasil) a 750 nm de comprimento de onda e resultado
expresso em mg de acido galico por 100 gramas da matriz usada no processo (mg GAE/100 g

amostra), calculado baseando na curva de calibragao.

Para construir a curva de calibragao foram obtidas diferentes concentracdes de acido
galico em alcool etilico a partir da solucao mae (200 ug/mL). Para curva foram usados 0,5 mL
de solugdo + 2,5 mL de Folin-Ciocalteu + 2 mL de carbonato de sodio (4%). Para zerar o
espectofotometro foi usado 0,5 mL de alcool etilico puro. Os extratos foram diluidos para que

suas leituras estivessem dentro da curva.
2.5.2.1 Identificagdao de compostos fenolicos por cromatografia

Foi usada pipeta para retirar 0,1 mL do extrato e diluir em metanol PA, a dilui¢do foi
centrifugada e filtrada para retirada de possiveis solidos. Retirou-se, entdo, uma aliquota de 1
mL para ser previamente filtrada em micro membrana apolar (0,45um) para ser introduzida na
cromatografia HPLC de fase reversa (Shimadzu, GCMA-QP 2010Plus, Toéquio, Japao) com

coluna Cig Nova Pak, com medidas 7,8 x 30 cm. Solucdes de compostos fendlicos foram
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previamente usadas na mesma coluna como padrdes cromatograficos para calcular a

concentragdo dos compostos na fase extrato.

Os compostos fenolicos foram identificados de acordo com o tempo de retengdo no
equipamento e as areas relativas dos picos foram calculadas usando solugdes padrdes dos

compostos de interesse (Garzon et al., 2020).

De acordo com a area do pico para cada concentragdo do composto isolado foi
construido um modelo onde a area do pico correspondia a determinada concentragdo do
composto (mol/L), multiplicando pela massa molar do composto especifico obtinha-se a
concentragdo em massa (g/L), e de acordo com a diluicdo do extrato em metanol determinava-

se a quantidade do composto presente na matriz (g do composto fenolico em 100 g da matriz).

2.5.3 Quantificacao de dleo

A quantificacao do dleo na fase extrato foi calculada através da diferenga entre o 6leo
presente na matriz antes de passar pelo processo e depois, sendo usado éter de petrdleo em
aparato Soxhlet para quantificar a quantidade de 6leo na fase rafinado. Primeiramente foram
analisadas a quantidade de extrato etéreo nas matrizes sem passar pelo processo de extracao.
Apo0s processo de extragao aquoso, as fases rafinadas foram conduzidas para estufa a vacuo na
pressdo 16 kPa e temperatura de 50°C por 7 dias como pré-tratamento para a sua analise de
extrato etéreo. O 6leo na fase rafinado apos extragdo foi quantificado pela mesma metodologia

em que as matrizes e a diferenga foi considerada a quantidade de 6leo na fase extrato.

2.5.4 Quantificacdo de acucar redutor

As solucdes de Fehling A e B, a solucdo padrao de glicose e a metodologia foram obtidas

de acordo com Instituto Adolfo Lutz (2005).

Para determinacao de acgticares redutores na fase extrato foi usado metodologia de Lane
and Eynon, onde em um béquer 5 mL da solu¢do de Fehling A (sulfato de cobre) e 5 mL da
solucdo B (tartarato de sodio-potassio e hidroxido de sddio) e 10 mL de dgua destilada em chapa
mantendo em ebuli¢do para ser titulado e o corante azul de metileno foi usado para facilitar a
identificagdo do ponto de viragem. A solucdo padrao de glicose (10 g/L) foi titulada para
determinar a massa de agucar redutor necessaria para reduzir a solugdo de sulfato de cobre
(Fehling A), através do volume do extrato gasto e comparando com a quantidade necessaria

para reduzir o cobre da solugdo de Fehling necessaria para reduzir a mesma solugdo.
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Determinando-se o volume da amostra que ¢ convertido em concentragdo, usando a solucao

padrdo de glicose.

2.5.5 Turbidez do extrato

A andlise de turbidez do extrato seguiu metodologia adaptada de Meher et al. (2013),
usando pipeta para coletar 2 mL do extrato e adicionar em baldo volumétrico de 50 mL,
completando com agua deionizada. A leitura ocorreu em espectrofotometro (SP 22, VIS 325-
1000 nm, Biospectro, Tabodo da Serra, Brasil) com radiagdo UV-vis de 600 nm e a solucao
sendo aplicada em cubeta de vidro, encontrando assim a transmitancia (%) (Deotale, Dutta,
Moses, and Anandharamakrishnan, 2019), com branco sendo usado dgua deionizada. Para

determinagao da turbidez foi usada a Equagao 1 a partir do valor da transmitancia.

Turbidez (%) = 100 — Transmitancia(%) €))

2.5.6 Poder antioxidante com radical ABTS

A andlise foi adaptada de Re et al. (1999), em que no presente trabalho o extrato ja
estava pronto, sendo que para determinar a capacidade antioxidante pelo método do radical
ABTSe<+ foi para comparar a quantidade de Trolox (antioxidante) que corresponde a 1 g da

matriz, dessa maneira os resultados foram expressos em pmol Trolox/ g de matriz.

A curva de calibragdao foi determinada usando diferentes concentragdes de solucao
Trolox em alcool etilico e a solugdo de ABTS manteve-se em ambiente escuro por 16 horas e
foi diluida em 4lcool etilico até atingir absorbéancia na faixa de 0,65 até 0,75 em comprimento

de onda de 734 nm lidas no espectofotometro.

A partir da equacdo encontrada no grafico Absorbancia x concentragdo de trolox,
determinou-se a absorbancia correspondente a 1000 uM Trolox. O extrato a ser avaliado foi
diluido em diferentes concentracdes para gerar a equacdo da absorbancia em fungdo da
concentracdo do extrato usado, com leituras realizadas em comprimento de onda 734 nm. De
acordo com a equacdo determinou-se a quantidade de Trolox correspondente a massa usada de

matriz na fase extrato.
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2.5.7 Poder antioxidante com radical DPPH por ECso

O radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi estimado pelo método Blois (1958). A
principio foi determinada a absorbancia do radical s DPPH como controle. Para determinagao
do poder antioxidante, uma aliquota de 3,9 mL da solucao *DPPH (60uM) foi adicionada em
0,1 mL de extrato diluido (foram usadas 3 dilui¢des distintas). O resultado foi expresso em ECso

representando a quantidade de matriz necessaria para reduzir a concentragdo do radical *DPPH

pela metade (50%).

Para a curva de DPPH foram realizadas leituras em diferentes concentragoes da solugao
de DPPH em alcool metilico em espectofotometria a 515 nm. Determinou-se assim a curva
Absorbancia por concentracio de DPPH (uM). Uma medicdo controle foi realizada para
conhecimento de quanto corresponde a absorbancia da solu¢do de DPPH sem reagdo com
antioxidante, para isso foi usado 0,1 mL de solugdo controle + 3,9 mL de DPPH e esperou-se

30 minutos para a leitura.

O extrato foi entdo diluido em trés concentragdes diferentes, sendo 0,1 mL dos extratos
em diferentes concentracdes adicionados em 3,9 mL e aguardou-se 30 minutos para a leitura,
com os resultados construir a curva absorbancia por concentragao da matriz. A partir da equagao
encontrada, foi usado o valor da metade da concentragdao controle de DPPH, determinando a
quantidade de matriz necessaria para diminuir metade da concentragdo do radical DPPH (Curi

etal., 2019).

2.6 Coeficiente de correlacio linear de Pearson

Através dos resultados foi gerada uma Tabela de Correlagdo entre resultados obtidos
no trabalho, sendo os atributos investigados: cafeina, fendlicos totais, turbidez, dleo, actcar
redutor e poder antioxidante (ABTS e DPPH) nas amostras, essa andlise teve objetivo de

compreender a dependéncia entre essas variaveis estudadas na fase extrato.

Esses coeficientes variam entre -1 a 1, sendo o sinal positivo uma colinearidade paralela,
quando ha uma tendéncia do aumento de um atributo estar relacionado com aumento do outro,
ja o sinal negativo ¢ conhecido pela colinearidade oposta, ou seja, o aumento de um atributo
tende a implicar a diminui¢do do outro atributo. Quanto maior aproximac¢ao do zero mais fraca
¢ a correlagdo entre os atributos, onde o coeficiente » com modulo inferior a 0,3 ¢ considerado
fraco, entre 0,3 e 0,6 moderado, de 0,6 a 0,9 forte e maiores que 0,9 ha correlagdo muito forte

(Rodrigues and Lemma, 2014).
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2.7 Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram secas antes do preparo e das fases rafinadas obtidas nas extragdes do
grao de café e da torta foram analisadas por microscopia eletronica de varredura a fim de

identificar modifica¢des morfologicas em detrimento do processo enzimatico.

A morfologia das particulas foi realizada no Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV) do Departamento de Fitopatologia (Universidade Federal de Lavras). O material foi
seco em estufa a vacuo e previamente colocados em stubs usando fita adesiva dupla face. As
amostras passaram por banho de ouro em camara anteriormente, para depois serem analisadas
no equipamento LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), operando a 20 kV

com taxa de magnitude entre 500 e 1000.

3. Resultados e discussao

3.1 Otimizagao do processo de extragdo enzimatica

A Equacdo 2 refere-se ao modelo para grao de café verde (GC) e a Equacado 3 para torta
residual (TR), ambas sendo sélidos soluveis a varidvel resposta. Os modelos usados foram
completos, ou seja, todos os termos (coeficientes) estdo presentes, todavia, apenas os termos
estatisticamente significantes (p<0,05) estdo em negrito. O coeficiente de determinagdo (R?) do

modelo para GC obtido no experimento foi de 0,96, enquanto para o modelo TR de 0,63.

55.GC(%) = 47,2 + 6,0x,—2,2x3+0,2x,—2,1x3 + 2,4x5 — 4, 1x% — 0,4x,, + 0,5x;3 + 0,7x,5 (2)

SS.TR(%) = 24,9 + 0,2x; — 0,9x2+0, 7x,—0,6x2 + 0,5x;—1,5x2 — 0,1x;, + 0,3x;5 — 0,1x,5  (3)

Em que os termos codificados sdo para as seguintes variaveis:
X1 € para o tempo,

X2 paraopHe

X3 para a temperatura.

Observou-se que quando foi usado graos de café¢ (GC) como matriz, obteve-se maior
média de extracdo de solidos sollveis, evidenciando que a torta residual (TR) apresentava
menor concentracdo de so6lidos a serem difundidas para o extrato, principalmente por ter sido
processada anteriormente para extracdo de Oleo, consequentemente menor quantidade de

matéria para transferir (Oliveira, Carvalho, Santos, and Queiroz, 2019).
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De acordo com as derivadas de primeira ordem, realizadas com auxilio do software
Statistica 10®, apenas um ponto estacionario para cada matriz (GC e TR) foi encontrado e de
acordo com a derivada de segunda ordem esses pontos estacionarios foram identificados como

maximo das regides estudadas.

A atividade enzimatica na matriz esta diretamente relacionada com tempo de atuacgao,
temperatura, pH e concentracdo das enzimas (Herrera, Sanchez-Chino, Corzo-Rios, Davila-
Ortiz, and Jimenez-Martinez, 2019), assim para GC, o processo que atinge maior extragao de
solidos soluveis foi no tempo de 75 minutos, pH 4,5 e temperatura de 49 °C (tempo=1,4, pH=-
0,01, temperatura=0,4; em variaveis codificadas), em contraponto, ao usar TR como matriz, o
processo otimizado ocorre com tempo de 51 minutos, pH 5 e temperatura de 46 °C (tempo=0,1,
pH=0,61, temperatura=0,16; em variaveis codificadas). As analises fisico-quimicas do item 2.2

foram realizadas a partir das condigdes operacionais otimizadas.

As superficies respostas foram geradas para GC fixando o fator no ideal para o processo
que foi encontrado para extracdo, conforme Figura 2. As superficies respostas para torta

residual ndo foram geradas, devido ao coeficiente de determinagdo (R?) ser baixo.
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Figura 2- Superficies Respostas em varidveis codificadas para extragdo enzimatica em grao de cafe.
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Na Figura 2 ¢ possivel observar o comportamento da extracdo de sélidos soluveis a
partir do estudo de parametros do processo € de acordo com a micrografia foi possivel

identificar presenca de 6leo na fase extrato, em ambas as matrizes.

Processos de extracao aquosa sem uso de enzimas visando obten¢ao de 6leos aumentam
o rendimento em temperaturas mais elevadas (Geng, Chen, Guo, Zhang, Li, and Yu, 2020),
neste estudo ndo se identificou a relagdo direta e linearmente proporcional, uma vez que tanto
para o grao de café (GCe) quanto para torta residual (TRe), os maiores resultados de sélidos
soluveis ocorreram em temperaturas inferiores a 50 °C. Este fato evidencia que as enzimas
hidrolisaram as moléculas presentes nas paredes celulares das matrizes em temperaturas mais

brandas e contribuiu para difusdo dos sélidos em dire¢do a fase extrato.

Estudos preliminares apontaram influéncia do pH na atividade enzimatica para as
carboidrases. Geralmente o ponto ideal encontra-se entre 4 ¢ 6 (Yan, Dibner, Knignht, and
Vazquez-Anon, 2017), e os pontos otimizados, tanto do grao quanto da torta, foram encontrados

nessa faixa. O pH ideal para extrag@o de s6lidos soluveis no grao de café foi de 4,5 e na torta 5.

3.2 Estudo na regido otimizada do processo e comparacdo com grupo controle

As analises fisico-quimicas foram realizadas nas extragdes aquosas enzimaticas das
duas matrizes (GCe e TRe) e comparadas com grupo controle (GCc e TRc), que foram
submetidos ao mesmo procedimento, exceto por ndo se adicionar as enzimas. Os resultados da
quantificagdo de cafeina (CAF), compostos fenolicos (TCF), 6leo (OL) e acticar redutor (ACR)
na fase extrato, assim como percentual de turbidez (TUR) e poder antioxidante pelos métodos

ABTSe«+ e DPPH ECso, podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3- Resultados das analises fisico-quimicas nas fases extratos (média + desvio padrao).

Tratamento CAF TCF OL ACR TUR (%) ABTS*+ DPPH ECs
(g/100g)  (g/100g)  (g/100g) (g/100g) (umol  (g/g DPPH)
trolox/g)
GCe 0,32+0,02¢  3,06+0,30° 0,44+0,028  7,7+0,4° 83,440,327  184,1+2 5% 309+7°
GCe¢ 0,14+0,02¢  2,27+0,21¢ 0,37+0,012 * 56,8+0,2° 114,042 4¢ 338+82
TRe 0,73+0,10*°  3,85+0,51* 0,32+0,07° 8,6x0,5 32,3+0,3¢  153,648,4° 238+14¢
TRc¢ 0,46x0,07°  3,20+0,30° 0,27+0,04° * 40,2+0,2° 127,3+4,7°¢ 258+4°¢
G(C** 0,83 10,1 8,61 - - 25423 16,92
TR** 0,90 131 6,27 . . 23832 18,48

Letras diferentes na mesma coluna demonstram que houve diferenga significativa pelo teste de

Scott-Knott (p<0,05).

* Nao foi possivel identificar presenga de acticares redutores suficientes na titulagao, por nao
ser identificado ponto de viragem, de acordo com a metodologia adotada.

** Valores da caracterizagdo das mesmas matrizes em estudos prévios (Oliveira et al., 2019).

A cafeina ¢ uma metilxantina que inibe a germinacdo no grdo, age como pesticida
natural, pode estar presente na forma livre no citoplasma celular ou de forma complexada a
outras moléculas (Rosa, Santos, Paiva, Melo, Veiga, and Veiga, 2006; Silveira et al., 2020). No
organismo humano, quando ingerida, ¢ metabolizada no figado e estimula o sistema nervoso
central (SNC), proporciona efeito termogénico, aumentando o metabolismo basal e diminuindo

a sensagdo de fadiga (Londono-Hernandez et al., 2020).

O uso de enzimas aumentou significativamente a extracdo de cafeina na torta residual
(0,73 g/100g), extraida em uma maior quantidade ao comparar-se com o grupo controle (0,46
2/100g). Sao encontrados 0,90 g de cafeina a cada 100 g de torta residual (Oliveira et al., 2019).
O uso de enzimas na torta atingiu um rendimento de 81,1 % do total de cafeina presente,
provavelmente porque o material ja estava com sua parede celular desestruturada devido a

prensagem mecanica, facilitando a difusdo da cafeina.

Naturalmente, 100 g do grao de café verde ardbica (base seca) apresenta entre 0,9 a 2,4
g de cafeina (Macheiner, Schimidt, Schreiner, and Mayer, 2019). Estudos prévios com os

materiais usados no estudo apresentavam 0,83 g/100 g de cafeina no grao de café (Oliveira et



52

al., 2019) e a extragdo enzimatica do presente trabalho obteve 0,32 g de cafeina para cada 100
g do grao usados (b.s.), representando 38,5% em relacdo a quantidade de cafeina total presente

no grao.

Observou-se, assim, que mesmo com uso das enzimas nao foi possivel extrair toda a
cafeina do grdo, apesar de ter sido significativamente superior aos grupos controles. Esse
resultado pode ter relacdo com as temperaturas nos processos, mais brandas em relagdo as

temperaturas ideais de extragdo para a cafeina (Lopes et al., 2020).

Assim como a cafeina, os tratamentos que apresentaram maior quantidade de compostos
fenolicos foram que usaram a torta como matriz, €, o uso de enzimas extraiu maior quantidade
de fendlicos totais em relagdo aos grupos controle. O processo de extracdo enzimatica na torta
(TRe) atingiu um extrato com niveis de 3,85 g para cada 100 g de matriz (representando 29,3%
do total que poderia ser extraido da torta), enquanto o grupo controle usando torta (TRc) 3,20
g ¢ 0s compostos fendlicos no grao foram extraidos em menores quantidades para cada 100g
de matriz, atingindo 3,06 g (representando 30,5%) na extracdo enzimatica do grao (GCe),

significativamente superior aos 2,27 g no tratamento controle (GCc).

Os compostos fenolicos estdo altamente presentes no reino vegetal como metabolitos
secundarios e sua ingestdo oferece potenciais beneficios para a satde de seres humanos, como
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobiana e antitumoral (Khoshnoudi-Nia,
Sharif, and Jafari, 2020). A presenga desses compostos nos alimentos tende a aumentar a

atividade antioxidante do produto (Castro, Oda, and Almeida-Cincotto, 2018).

O grao de café usado no estudo apresentava um teor de 8,61% de 6leo e sua torta residual
6,27% (base seca), de acordo com metodologia de refluxo por soxhlet com solvente n-hexano
(Oliveira, Carvalho, Santos, and Queiroz, 2019). Na extracdo aquosa, os tratamentos que
usaram grao de café (GCe e GCc) apresentaram valores significativamente maiores de extracao
de 6leo em relacdo aos tratamentos que tiveram a torta como matriz (TRe e TRc), mostrando
que a matriz usada influenciou a quantidade de teor de 6leo na fase extrato, onde o grao
apresentava quantidade inicial superior em relagao a torta. Os resultados se mostraram aquém
da quantidade inicial de 6leo presente na matriz, representando 5,1 % de rendimento tanto no
grao como na torta no processo com uso de enzimas, observando assim a baixa eficiéncia de
solventes aquosos para extracao de 6leo, uma vez que outros solventes e técnicas apresentam

desempenhos superiores para extragdo de lipidios (Bitencourt et al., 2020).
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O oleo de café verde traz beneficios a saude quando usado na alimentagdo, como a
diminui¢do de LDL e glicemia em niveis séricos, contudo, deve-se levar em consideragao
possiveis toxicidades da substancia, apesar de estudos garantirem que a ingestdo de doses
inferiores a 2000 mg/kg/dia serem consideradas seguras (Oliveira et al., 2020). O 6leo também
pode ser matéria-prima para cosméticos e produtos farmacéuticos para uso topico, apesar da

pouca quantidade de 6leo extraida.

De acordo com a analise realizada para quantificacdo de agtcares redutores nao foi
possivel identificar pela titulagdo a sua presenca nos grupos controle. Assim, os resultados para
acucar redutor foram considerados como zero nos tratamentos que ndo reduziram o cobre
durante a analise de Lane and Eynon. Todavia, foi observado que para os processos enzimaticos
foram identificados 7,7 com uso de grao e 8,6 g com a da torta de agticar redutor para cada 100
g de matriz usada no processo, o que representou diferenca significativa entre as matrizes

(p<0,05).

O processo enzimatico com uso de carboidrases constitui em clivagem de
macromoléculas de carboidratos da parede celular vegetal em moléculas menores e esses
produtos resultantes apresentam a capacidade de redugdo pela presenca de um grupo aldeido ou
cetona livre (Li, Ray, Callow, Loman, Islam, and Ju, 2020). Assim, constatou-se que nao houve
permeacdo dos agucares redutores dos materiais para o extrato aquoso nos grupos controle
suficientes para reduzir o cobre, evidenciando que houve um aumento de agucares redutores na
fase extrato advindos da quebra da parede celular das matrizes pelo uso das enzimas. De acordo
com estudos prévios o grao de café usado como matriz apresentava 13,05 g/100 g de agucares

totais, enquanto a torta residual 14,4g/ 100g (Oliveira, Carvalho, Santos, and Queiroz, 2019).

A turbidez ¢ uma analise que identifica a reducdo da transparéncia e est4 relacionada
com quantidade de materiais em suspensdo que podem ser desde particulas coloidais até solidos
de dimensdes macroscopicas (Deotale et al., 2019). O didmetro das particulas influencia na
turbidez observada, onde hd uma tendéncia em que sistemas com menores goticulas sdao mais
tarbidos em relacdo aos que apresentam maiores goticulas (Maher et al., 2013), podendo a
turbidez estar relacionada com a quantidade de 6leo no extrato. Os tratamentos apresentaram
resultados estatisticamente diferentes, com a TRe sendo com menor percentual de turbidez e

GCe 0 maior.

As atividades antioxidante dos extratos foram avaliadas por duas metodologias
consolidadas, a primeira usando o radical ABTSe«+, correspondendo a quantidade equivalente

de Trolox (umol) no extrato para cada grama da matriz usada, sendo assim, quanto maior seu
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valor, maior ¢ a atividade antioxidante. A metodologia DPPH ECso tem seu resultado expresso
em massa necessaria da matriz para reduzir um grama do radical DPPH pela metade da
concentracdo inicial. Nessa segunda metodologia, os tratamentos com maiores valores

representam extratos com menores atividades antioxidantes.

De acordo com as duas metodologias avaliadas, todos os tratamentos tiveram diferenga
significativa (p<0,05), o tratamento que usou grao de café sem enzimas (GCc) foi o que
apresentou menor atividade antioxidante e também foi constatado que o uso de enzimas

aumenta a atividade antioxidante do extrato.

Apesar dessas similaridades entre as metodologias empregadas, algumas diferencas
foram observadas. Para ABTSe+ as maiores atividades antioxidante foram quando havia
presenca de enzima, primeiramente do grao de café (GCe), seguido pela torta (TRe). No caso

da metodologia DPPH ECso as atividades antioxidantes que se destacaram foram devido a

utilizagao da torta como matriz (TRe= 238+14 g/ g DPPH) e (TRc= 258+4 g / g DPPH).

Outros estudos também mostraram que havia diferencas entre metodologias para
atividade antioxidante in vitro, devido as rotas bioquimicas que inibem os radicais (Rafique et
al., 2020; Oliveira et al., 2019). Apesar dos métodos e radicais usados para identificar a
atividade antioxidante possuir suas limitacGes, essas andlises sdo consideradas protocolos
recomendados (Schmidt et al., 2020).

O estudo e andlise de viabilidade técnica de extracdes usando meios aquosos ¢
interessante por se tratar de um solvente indcuo diminuindo o risco aos manipuladores e

prejuizos ambientais causados por alguns solventes.

O processo com enzimas apresentou bons rendimentos para a extracdo de cafeina na
torta (rendimento: 81,1%), porém ainda precisa ser aperfeicoado para atingir melhores
resultados de extra¢do, uma vez que a quantidade de 6leo (rendimento: 5,1% para grao e para
torta), compostos fenolicos (rendimento: 30,5% para grao e 29,3% para torta) e atividade
antioxidante foram resultados bem inferiores do que os obtidos pelos métodos tradicionais,
evidenciando que havia uma quantidade interessante ainda a ser extraida de compostos
desejaveis. A assisténcia por ultrassom tem se mostrado eficaz para extragdo de compostos
bioativos (Gorgug, Ozer, and Yilmaz, 2020), o que poderia estar associada com aumento do
rendimento do processo enzimatico, sendo uma possibilidade de estudo para melhorar o

desempenho do processo.
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3.2.1 Perfil dos compostos fenolicos

O perfil de compostos fendlicos das extragdes enzimaticas e grupos controle para grao
e torta estdo expressos na Tabela 4. O uso de torta residual (TR) como matriz mostrou maior
eficiéncia em relagdo ao grao de café (GC) para acidos clorogénicos e cafeico. Na Tabela 4
tem- se os resultados da quantidade do composto fenélico extraido (g) para cada 100 g de matriz

usada no Processo.

Tabela 4- Perfil de compostos fenolicos nas fases extratos (g/ 100g base seca) para grao
de café usando enzimas (GCe) e sem uso de enzimas (GCc) e para torta usando enzimas
(TRe) e sem uso de enzimas (TRc)

Composto fenolico GCe TRe GCc TRe
(CID-PubChem)

Ac. Clorogénico

(1794427) 0,39 1,57 0,23 0,91
Ac. Cafeico (689043) 0,12 0,92 * 0,67
Vanilina (1183) 0,08 0,02 0,04 0,01
p-cumarico % %
(637542) 0,04 0,01
Ac. Ferrulico *
(445858) 0,16 0,04 0,03
o-cumarico % % %
(1530234) 0,02
Resveratrol * % %
(445154) 0,01

* Nao foi possivel identificar picos em todas as leituras no cromatograma.

De acordo com resultados da cromatografia (HPLC) foi possivel observar acidos
clorogénicos e vanilina em todos os tratamentos, independente do uso de enzimas. Foi possivel
identificar 4cido cafeico, p-cumadrico e 4cido ferrtlico nas matrizes que passaram pelo processo
enzimatico. O Unico tratamento que apresentou o-cumarico e resveratrol foi o enzimatico com

grao de café usado como matriz.

Segundo estudo de Cheong et al. (2013), o grao de café apresenta 2,9 a 3,2 g de acidos
clorogénicos e 0,02 a 0,05 g de 4cido cafeico por 100 g de grao (base seca). De acordo com
estudo da extracdo aquosa no grao de café, sem uso de enzimas, foi possivel extrair dcidos
clorogénicos e vanilina em menores quantidades, porém, os outros compostos fendlicos nao

foram identificados na fase extrato, mostrando, portanto, a importancia da atividade enzimatica
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no processo, uma vez que além de aumentar a quantidade de compostos fenolicos na fase
extrato, também diversifica os compostos com distintas polaridades. A agua ¢ uma substancia
polar e por isso existe uma tendéncia dos compostos presentes no extrato aquoso serem
substancias mais polares. Dessa forma, a solubilidade em um determinado solvente ¢
caracteristica peculiar do composto fenolico, por isso a inexisténcia de um procedimento de

extracao universal (Naczk and Shahidi, 2004).

O acido p-cumadrico (CID 637542) s6 esteve presente na extracdo que se usou enzimas.
Este composto apresenta efeito cicatrizante, capacidade de eliminar radicais livres e atividade
anti-ulcera (Pragasam, Venkatesan, and Rasool, 2013), consumido diretamente na alimentagao
e em produtos de saude, apresentando diversos beneficios aos individuos, como auxiliar em

desintoxicacao celular (Mitton et al, 2020).

3.3 Correlacao linear de Pearson

Os valores dos coeficientes da correlagdo linear de Pearson obtidos entre as analises
realizadas do estudo na fase extrato estao apresentados na Tabela 5, onde cada linha representa

a correlagdo de um atributo com respectivos atributos estudados e referenciados nas colunas.

Tabela 5- Coeficientes de correlagdo linear de Pearson () entre as analises da fase extrato.

CAF TCF OL ACR TUR ABTS  DPPH**
CAF 1 0,891* -0,364 0,575 -0,627* 0,308 -0,926*
TCF 1 -0,135 0,624* -0,428 0,444 -0,812*
oL 1 0,394 0,801* 0,551 0,567
ACR 1 0,167 0,856* -0,355
TUR 1 0,526 0,706*
ABTS 1 -0,164
DPPH 1

* coeficientes de Pearson estatisticamente significativo (p<0,05).

** Valores correspondentes a ECso (quanto maior o valor deste atributo menor a sua atividade
antioxidante).

De acordo com a Tabela 5, o teor de cafeina nos extratos apresentou correlacdes
estatisticamente significativas (p<0,05) positiva forte com teor de fendlicos totais (0,891) e
oposta em relagdo a turbidez (-0,672) e DPPH (-0,926), sendo que o coeficiente da cafeina e

DPPH ¢ considerado muito forte € quanto maior o poder antioxidante nessa analise, menor seus
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valores; assim a cafeina estd diretamente relacionada com poder antioxidante das amostras,
obtidos pelo método de DPPH. A cafeina tem propriedades terapéuticas, estimulando sistema
nervoso central, muscular e cardiovascular (Del Pozo et al., 2020) e em alguns estudos mostram
evidéncias de sua colaboragao, junto com a dos compostos fendlicos, na atividade antioxidante

in vitro usando a reducdo do radical DPPH (Chen et al., 2020).

Um estudo de Vidal-Gutierrez et al. (2020) mostrou correlagdo muito forte entre
compostos fendlicos e atividade antioxidante na espécie Bursera microphylla, independente da
metodologia usada, assim como outros estudos evidenciam o efeito da presenca de compostos
fenolicos nas suas propriedades antioxidantes e até sensoriais (Barbosa, Scholz, Kitzberger, and
Benassi, 2019). O presente estudo obteve uma correlagdo significativa e forte entre compostos
fenolicos e DPPH (-0,812), todavia, para metodologia usando radical ABTS a correlacdo foi
classificada como moderada (0,444) e sem significancia estatistica (p>0,05). O teor de
compostos fenolicos apresentou correlacdo significativa com a quantidade de agucares
redutores (0,624), sendo essa positiva, onde as unicas amostras que conseguiram registrar
quantidades de acucares redutores, pela metodologia empregada, foram as que utilizaram

enzimas no processo (GCe e TRe).

Tanto os extratos oriundos do grao de café como os da torta apresentaram presenca de
6leo. Entre os atributos estudados o d6leo apresenta correlagdo significativa (p<0,05) apenas
com a turbidez (0,801). A presenga de 6leo no extrato ndo formou duas fases, aparentemente
uma fase homogénea, o que seria um indicativo para que o 6leo ndo se apresentasse de forma
livre, mas constituindo uma emulsdo. A presenga de maiores quantidades de goticulas
emulsionadas no sistema tende a aumentar a turbidez do mesmo, assim como a quebra da

emulsdo diminuiria a turbidez do meio (Ke et al., 2020).

A presenca de aglcares redutores neste estudo foi observada apenas nos tratamentos
onde foram usadas as carboidrases no processo e esses foram os processos com maior poder
antioxidante pelo radical ABTS, devido a esse fendomeno, o coeficiente de correlagdo entre
ABTS e ac¢ucar redutor foi significativo (p<0,05) e forte (0,856). O grao de café e sua torta tém
uma quantidade significativa de compostos bioativos que possuem poder antioxidante dentro
de suas células vegetais. Portanto, o processo com uso de enzima, além de gerar acucares
redutores, faz com que os compostos bioativos sejam mais facilmente difundidos para a fase

extrato.

No presente trabalho ndo foi possivel determinar correlacdo estatisticamente

significativa entre as duas metodologias usadas para atividade antioxidante, ABTS e DPPH.
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No organismo humano a atividade antioxidante esta relacionada com uma série de fatores que

ndo sdo controlados nos experimentos in vitro (Moyo et al., 2020).

3.4 Avaliacao morfologica da fase rafinado

A avaliagdo morfoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) teve como
objetivo identificar as mudangas morfologicas ocorridas no grao de café¢ verde e na torta da

extracdo por prensagem submetidas a extragdo aquosa com € sem enzimas.

Caracteristicas e detalhes de superficie dos materiais sao facilmente observados na
micrografia eletronica de varredura (Carvalho et al., 2019). De acordo com a Figura 3 o efeito
das enzimas foi observado na fase rafinado mostrando a abertura dos tecidos, tanto no grao
quanto na torta. Esse fendmeno explica a maior transferéncia de cafeina, compostos fendlicos

e atividade antioxidante nos tratamentos enzimaticos quando comparados com os controles.

Durante o processo com carboidrases hé clivagem de macromoléculas de carboidratos
do tecido vegetal, resultando em moléculas menores conhecidas como agucares redutores
(McCormick, Muldoon, and McCrudden, 2021) que permeiam para a fase extrato, justificando
a identificagdo desses nos tratamentos enzimdticos na andlise por titulacdo. Essa clivagem
modificou a morfologia dos graos de café de maneira que deixou mais aparente o interior,
também ¢ possivel observar que a torta apresentou um formato esfarelado por ter sido prensada

durante a extra¢cdo mecanica do o6leo.

A morfologia da fase rafinado da torta apds passar pelo processo enzimatico se
transforma em pequenos fragmentos, constatando presenca significativa desses inferiores a 20
um, essa fragmentacao ¢ apontada como uma das principais causas dos tratamentos enzimaticos

apresentarem maiores teores das substancias analisadas.
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20w 20 ym*
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Figura 3- Micrografia eletronica de varredura das fases rafinadas apds secagem do grao de café
com uso de enzimas (GCe) e sem uso de enzimas (GCc) e da torta com uso de enzimas (TRe)

e sem o uso (Trc)

4. Conclusao

O estudo mostrou que as condi¢des de extragdo para o grao de café verde e a sua torta
residual apresentaram comportamentos similares com algumas individualidades, ambas as
matrizes sofreram influéncia de carboidrases que t€m suas atividades modificadas de acordo
com pH, temperatura e tempo, sem inferéncias estatisticas que haja interagao entre os fatores
estudados. Mostrou também que havia presenca de lipidios na fase extrato apos uso de enzimas,
ficando evidente o potencial para extragdo enzimatica para o grao verde e também para a torta,

que em algumas varidveis apresentaram resultados superiores ao grao.

De acordo com a caracterizagdo realizada foi possivel constatar agticares redutores no
processo enzimatico e aumento significativo de cafeina, compostos fenolicos e poder
antioxidante, uma vez que a parede celular do grao e da torta foram clivadas e assim facilitou a

transferéncia de tais compostos para fase extrato.
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O estudo constatou que o uso de enzimas aumentou o rendimento do processo aquoso,
que pode ser considerado limpo, devido a ndo utilizar solventes organicos nocivos ao ambiente
e aos manipuladores e também foi observado que a torta, um residuo da extracdo mecanica do
0leo, tem potencial para ser usada no processo, inclusive com alguns resultados superiores ao

proprio grao de café.
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