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Resumo

A valorizacdo de residuos agroalimentares em subprodutos de valor acrescentado é
uma necessidade premente numa sociedade que visa a sustentabilidade ambiental,
social e econdémica. Deste modo, promove-se a reducdo dos lixos a tratar, obtendo-se

mais-valias onde s6 se tinha despesa.

O estudo que se apresenta usou a pele de prata do café, um subproduto da inddstria
alimentar (sem valor acrescentado), como possivel fonte de compostos bioativos com

acao antioxidante.

Estudou-se o efeito das principais variaveis que afetam os rendimentos de extracdo e
a atividade antioxidante dos extratos, nomeadamente a polaridade dos solventes, a

temperatura e o tempo de extracao.

Quantificou-se o teor em compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos, bem como
a atividade antioxidante, por métodos espetrofotométricos. A atividade antioxidante foi
determinada pelo método do poder antioxidante por reducdo do ido férrico (FRAP) e

pela capacidade de neutralizacdo do radical DPPHe (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo).

Os resultados mostraram que a composicdo dos extratos variou significativamente
com as condigBes utilizadas. No entanto, é possivel obter uma solucdo de
compromisso entre 0s varios meétodos de extracdo e 0s parametros analisados: a
extracdo com 50% de etanol e 50% de agua, durante 60 minutos, a temperatura de
40C, permite a obtencdo de extratos mais ricos em compostos fendlicos e,
simultaneamente, com uma elevada capacidade antioxidante. Estas condi¢cdes
permitem, comparativamente com outras “mais eficazes” para um ou outro parametro,

uma reducao de custos, por economia de tempo e de energia.

Palavras — chave: pele de prata, compostos bioativos, atividade antioxidante,

sustentabilidade.
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Abstract

Recovery of waste and added value by-products in the food industry is mandatory in a
society that aims environmental, social and economic sustainability. It promotes waste

reduction, and gains instead of expenses.

In the present study, we used coffee silverskin, a by-product (with no added value) of
coffee roast industry, as a possible source of bioactive compounds with antioxidant

activity.

We studied the effect of the major variables affecting the yields of extraction and
antioxidant activity of the extracts, including the polarity of solvents, temperature and

extraction time.

Flavonoids, tannins and total phenolic contents, as well as antioxidant activity, were
evaluated by spectrophotometric methods. Antioxidant activity was determined by
using both the ferric reducing antioxidant power (FRAP) and 1, 1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl free radical (DPPHe¢) assays.

The results showed that the extracts composition varied significantly with the extraction
conditions used. However, it was possible to obtain a compromise between the several
extraction methods and the analyzed parameters. Extraction with 50% ethanol and
50% water for 60 minutes at 40 °C resulted in extr acts with a high content of phenolic
compounds and, simultaneously, high antioxidant capacity. These conditions allowed,
in comparison with other "more effective" for individual parameters, a cost reduction,

saving time and energy.

Keywords: silverskin, bioactive compounds, antioxidant activity, sustainability.
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Introducéao

1. Enquadramento Teorico

Atualmente garantir o fornecimento de alimentos a toda a populacdo é um desafio
global. Encontrar novas fontes sustentaveis, matérias-primas e processos para
responder as necessidades crescentes, é fundamental. Urge criar sinergias e

oportunidades entre os diversos setores.

Atingir um desenvolvimento sustentavel, isto €, que responda as necessidades das
geracdes atuais, sem comprometer o futuro das proximas (Bond e Morrison-Saunders,
2011), tornou-se uma prioridade das entidades governamentais. Simultaneamente, a
sensibilizacdo do consumidor perante 0 uso pouco adequado das matérias-primas e
respetivos residuos tem vindo a intensificar-se. Est4 cada vez mais preocupado e
atento com o impacte do processamento e distribuicdo dos alimentos na sua saude.
Esta mais critico e exigente e quer ser informado acerca das origens e processos de
producdo dos alimentos que consome, 0s niveis de seguranca, a higiene, a presenca
de produtos quimicos e outras questbes ambientais associadas (Falguera, et al.,
2012).

Esta a tornar-se comum considerar a qualidade, a seguranca e a conformidade
ambiental nas decisdes de aquisicdo dos produtos. Por outro lado, os produtores tém
de responder a estes requisitos, aumentando a sustentabilidade dos processos e
produtos. Devem tentar incluir na informacg&o sobre o produto os impactes na saude e
seguranca dos consumidores e no ambiente, sempre num contexto econdmico
aceitavel. Economicamente, a utilizacdo de processos sustentaveis deve repercutir-se

na reducao de custos/aumento de receita (Wognum et al., 2011).

No setor agroalimentar sdo inUmeros os residuos produzidos e rejeitados com teores
consideraveis de compostos bioativos. No entanto, ha ja inUmeros exemplos de
obtencdo de compostos bioativos a partir de diferentes subprodutos, tal como casca e
pele de avela (Contini et al., 2008; Locatelli et al., 2010), casca de améndoa (Pinelo et
al., 2004; Mandalari et al., 2010) e casca de pistacio (Rajaei et al., 2010). Também os
subprodutos do azeite foram alvo de estudo, caso das aguas rucas que podem ser
incorporadas na producdo de tijolos em Sfax na Tunisia (Mekki et al., 2008), ou

mesmo na rega dos solos, sendo uma mais-valia, tendo em conta que esta matriz é
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rica em matéria organica e sais minerais (Cabrera et al., 1996). As folhas da oliveira
fornecem extratos com elevada capacidade antioxidante (Herrero et al., 2011). Os
subprodutos da cebola também foram estudados e mostraram-se ricos em
antioxidantes. A casca da manga foi também alvo de estudo, tendo sido identificados,
nos extratos obtidos, diferentes compostos fendlicos e carotenoides, com Varias
aplicacdes possiveis na industria farmacéutica (Ajila et al., 2010). Desta forma, é
possivel obter beneficios, com reducdo da quantidade de "residuo” (questdo
ambiental) e, simultaneamente, obter ingredientes funcionais com possivel aplicacdo
na inddstria alimentar, em alimentos processados, ou noutras industrias (Roldan et al.,
2008).

Os compostos bioativos, de natureza antioxidante, naturalmente presentes nos
alimentos e subprodutos, tém despertado interesse devido aos efeitos benéficos na

saude e bem-estar, e ainda na prevencao de doencgas.

2. Antioxidantes

Estudos epidemioldgicos demonstraram uma relacdo direta entre o consumo de
produtos ricos em antioxidantes e a diminuicdo da morbilidade e mortalidade (Huang
et al., 2005). As evidéncias que implicam o stresse oxidativo no desenvolvimento de
diversas doencas e desequilibrios conduzem ao reconhecimento do papel dos
antioxidantes na preservacao da saude humana e na prevencao e ajuda no tratamento
de doencas (Niki, 2010).

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes
de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacao do substrato (Niki, 2010).
Existem duas categorias de antioxidantes, os de origem natural e os designados
sintéticos (Cheung et al., 2003).

Na industria alimentar, a pratica da adicdo de antioxidantes de natureza sintética,
como o 2- ou 3-terc-butil-4-metoxifenol (BHA) e o di-terc-butilmetilfenol (BHT), tem sido
frequente para a preservacdo de alimentos. No entanto, paralelamente tém sido
descritas propriedades carcinogénicas, perante 0 consumo destes tipos de
antioxidantes. Desta forma, alguns investigadores defendem a sua substituicdo por

antioxidantes naturais. (Contini, et al., 2008; Dudonné et al., 2009).

12



enzimas antioxidantes,

FCUP|FCNAUP | 13

Pele de prata do café: desenvolvimento de um método sustentavel de extragdo de compostos bioativos

Antioxidantes enzimaticos

Os antioxidantes naturais dividem-se em dois grandes grupos, 0s enzimaticos e 0s
ndo enzimaticos (Figura 1). Os antioxidantes enzimaticos incluem as principais
como as superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Alguns exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos incluem a vitamina C,
compostos fendlicos hidrossoliveis e compostos lipossollveis (vitamina E e
carotenoides) (Ratnam et al., 2006; Ndhlala et al., 2010). Ao longo deste trabalho sera

dado mais énfase ao grupo dos ndo enzimaticos, mais especificamente, aos polifenadis.

Enzimas Primarias

superéxido dismutase, catalase,
alutationa peroxida:

|
Enzimas Secundarias

glutationa redutase

Antioxidantes
Antioxidantes ndo enzimaticos
Minerais 1 Vitaminas
Zinco, Selénio J A C EeK
Carotenoides

f-caroteno, licopeno J

‘1 Compostos
organossulurados

Antioxidante de Cofactores
baixa massa antioxidantes
molecula
Compostos fenolicos 1
Flavonoides Taninos Acidos fendlicos
Flavanoéis Flavanonas

Flavonoéis

Acidos hidroxicinamicos

Isoflavonoides

Antocianidina J

Flavonas . ) ) o
Acidos hidroxibenzobicos

Fig. 1 - Classificagéo dos antioxidantes. Adapi@el®atnanet al., 2006
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2.1. Compostos fenolicos

O grupo dos compostos fendlicos inclui os acidos fendlicos (constituidos pelos &cidos
hidroxibenzdicos (por ex. &cido galhico) e acidos hidroxicindmicos (por ex. acido
cafeico)), estilbenos (resveratrol), flavonoides (quercetina, cianidina e catequina) e
compostos altamente polimerizados (lenhinas, melaninas e taninos) (Silva et al.,
2007).

As propriedades antioxidantes destes compostos consistem em retardar a oxidacao de
varios compostos "importantes para a vida", inibindo a iniciacdo ou a propagacéo de
reacdes em cadeia (Amarowicz et al., 2004). A sua presenca contribui, ainda, para as
caracteristicas sensoriais dos alimentos, como a cor, o sabor e 0o aroma. Estdo
presentes em varios alimentos como os hortofruticolas, cha verde e cha preto, café,

azeite, vinho e chocolate, em quantidades apreciaveis (Silva et al., 2007).

E necessario compreender as suas fungdes biologicas e o seu modo de atuar, tendo
em conta a sua importancia na alimentacdo humana. Desta forma, o interesse pelos
compostos fendlicos tem aumentado de forma evidente, ndo s6 pela sua capacidade
de neutralizar radicais livres associados a doencas, evidenciada por estudos que
incluem ensaios da atividade antioxidante in vitro (Fresco et al., 2006; Silva et al.,
2007). A nivel cardiovascular, demonstraram efeito vasodilatador, sendo esta
propriedade atribuida & capacidade que os polifendis tém de aumentar a atividade da
sintase do Oxido nitrico endotelial (eNOS) em mais de 400% (Nathan e Brumaghim,
2009).

Um ensaio comum consiste na quantificacdo dos compostos fendlicos totais, utilizando
0 reagente de Folin-Ciocalteau (RFC). A natureza quimica exata do RFC nado é
conhecida, mas ¢é genericamente aceite como complexos de &cido
fosfomolibdico/fosfotdngstico. A quimica associada ao ensaio RFC é suportada na
transferéncia de eletrdes em meio alcalino de compostos fendlicos e outras espécies
redutoras para o molibdénio, formando complexos azuis que podem ser monitorizados
espetrofotometricamente a 750-765 nm (Magalhdes et al., 2008). Os compostos
fendlicos reagem com o RFC apenas em condi¢fes alcalinas (conseguidas pela
adicdo de uma solugdo de carbonato de sédio, que eleva o valor de pH até proximo de
10) (MacDonald-Wicks et al., 2006). Singleton e Rossi aplicaram este ensaio a andlise
de fendis totais em vinho e desde ent@o outras matrizes tém sido estudadas (Huang et
al., 2005).
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De forma a eliminar os resultados inconsistentes 0s mesmos investigadores
especificaram as condicbes que minimizam a variabilidade:
volume apropriado de base e RFC;
tempo e temperatura ideais para o desenvolvimento da cor;
monitorizacdo da absorvancia, permitindo a diminuicdo das interferéncias da
amostra, que € muitas vezes corada;

utilizacao de padrdes de referéncia como o acido galhico (Prior et al., 2005).

Apesar da natureza quimica indefinida do RFC, o ensaio de avaliagdo do teor de
fendis totais por este método é util, simples e reprodutivel (Huang et al., 2005). Tem
sido descrito com ensaios de capacidade antioxidante, sendo encontradas com
frequéncia boas correlacdes lineares entre os perfis de fendis totais e a atividade
antioxidante (Karadag et al., 2009). No entanto, apresenta algumas limitacbes como,
por exemplo, o facto de outros padrBes de referéncia (equivalentes em catequina,
acido tanico, &cido clorogénico, &acido cafeico e &cido ferulico) terem sido utilizados,
podendo esta falta de padronizagéo conduzir a diferentes resultados. Além do mais, a
absorvéncia final €, normalmente, proporcional ao nimero de grupos hidroxilo (HOe)
fendlicos reativos, dependendo por isso da estrutura da molécula. Por outro lado,
apesar de ser conhecido como ensaio de fendis totais, 0 RFC ndo é especifico para
compostos fendlicos, uma vez que pode ser reduzido por muitos compostos ndo
fendlicos, nomeadamente acido ascorbico e acucares redutores. Ao ser feito em meio
aquoso, ndo tem aplicacdo em antioxidantes lipofilicos. Na verdade, o0 RFC mede a
capacidade redutora de uma amostra, o que nao é refletido na sua denominacao
(Karadag et al., 2009). Para identificar e quantificar com maior rigor compostos
fendlicos deverao utilizar-se técnicas cromatograficas, eventualmente adjuvadas por

espetrometria de massa ou ressonancia magnética nuclear.

Deste grande grupo de compostos, os flavonoides e os taninos foram estudados em

particular.
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2.1.1. Flavonoides

S&do0 os responsaveis pelas cores de plantas e frutos, contribuindo para a qualidade
sensorial dos alimentos e bebidas (Harborne e Williams, 2000).

Os flavonoides sdo constituidos por um numero alargado de familias de compostos
como os flavonois, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides
(Ratnam et al., 2006).

Estes compostos estdo mesmo entre as moléculas com maior atividade antioxidante
(Rice-Evans et al., 1997; Robards et al., 1999).

A posicdo do grupo HO® na estrutura da molécula é crucial para as propriedades
antioxidantes dos flavonoides. Para além da capacidade de ceder &tomos de
hidrogénio (H) ou eletrBes, aos radicais livres, os flavonoides e, em particular, as
isoflavonas, poderdo exercer os seus efeitos através de mecanismos como a
modulacdo das vias de sinalizacédo celular, interagdes com a mitocéndria e alteracdes
na expressao genética (Hernandez-Montes et al., 2006).

Estudos descreveram beneficios para a salde aquando do consumo de alimentos
ricos em flavonoides, referindo melhorias na funcdo cognitiva e atividade
antidepressiva (Samman et al., 2003). As isoflavonas sédo responsaveis pela
prevencdo de doencas como o cancro (Bektic et al., 2005; Gikas e Mokbel, 2005),
doencas cardiovasculares (Omoni e Aluko, 2005) e osteoporose (Weaver e Cheong,
2005). A estimulacdo de enzimas como a catalase, a superoxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase e a glutationa redutase podera estar relacionada com a
capacidade das isoflavonas aumentarem as defesas antioxidantes da célula (Suzuki et
al., 2002).

Para além das suas propriedades biol6gicas, os flavonoides também s&o de grande
interesse na alimentacdo, cosmética, e na industria farmacéutica, devido ao facto de
poderem ser usados como substitutos de antioxidantes sintéticos.

Atualmente, os teores em flavonoides de extratos vegetais sdo determinados, com
frequéncia, seguindo um método colorimétrico. Neste método, a amostra € misturada
com um reagente contendo cloreto de aluminio e nitrito de sodio, sendo formado um
complexo flavonoide-aluminio de cor rosa em meio alcalino (Jia et al., 1999). O AICl;
comecgou por ser utilizado na detecdo de antocianinas. A partir da década de 60 do
século XX, passou a ser largamente utilizado como reagente de desvios ("shift
reagent”) em espetrofotometria UV/Vis para a determinacao estrutural de flavonoides,

sendo posteriormente aplicado a determinacdo de flavonoides totais em plantas
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(Vennat et al., 1992). O AP* forma complexos estaveis com os flavonoides em
metanol, ocorrendo um desvio para maiores comprimentos de onda (batocromico) e
uma intensificacdo da absorcdo. Os acidos fendlicos, mesmo os que formam
complexos com AICl;, absorvem em comprimentos de onda muito inferiores, evitando-
se dessa maneira, interferéncias nas medidas de absorvancia. Assim, é possivel
determinar a quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos. No entanto, apesar do
método fornecer desvios muito pequenos ou nulos entre ensaios com a mesma
amostra, pode ser pouco exato, fornecendo valores diferentes (geralmente inferiores)
em relacdo a quantidade de flavonoides totais realmente presente na amostra
analisada (Chang et al., 2002).

2.1.2. Taninos

Sao compostos fendlicos de grande interesse econémico e ecoldgico que tem sido

alvo de diversos estudos.

Segundo Haslam, os taninos sdo os compostos fendlicos com maior massa molecular
(Haslam, 1998) e com grande capacidade de interagir com as proteinas salivares,
dando origem a complexos insollveis que provocam a sensacao de adstringéncia
(Soares et al., 2012).

De acordo com a sua estrutura quimica, distinguem-se dois grandes grupos de

taninos: os hidrolisaveis e os condensados (Okuda, 2005).

Os taninos condensados sao muito mais comuns que 0s taninos hidrolisaveis (Santos-
Buelga e Scalbert, 2000). Estes tipos de taninos sdo polimeros constituidos por

unidades de flavanois (Schofield, et al., 2001).

Estes compostos estdo presentes em concentracfes relativamente importantes em
frutos tais como a uva e macas e bebidas derivadas dos mesmos, no cacau e

chocolate, entre outros (Santos-Buelga et al., 2000).

Os taninos hidrolisaveis podem ser divididos em taninos géalhicos e taninos elagicos
(Chung et al.,1998). Comparativamente com os taninos galhicos, os elagicos, também
conhecidos por elagitaninos, sdo mais abundantes na natureza, e podem fazer parte
da dieta através do consumo de um grupo restrito de frutos, tais como, a framboesa,

morangos, amoras e castanha e de alguns frutos secos tais como aveld, caju e
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pistacio. No caso dos frutos secos a maior concentracao destes compostos encontre-
se na parte ndo edivel (casca e pele), pelo que o consumo deste tipo de taninos é
muito baixo (Clifford e Scalbert, 2010).

As propriedades antimicrobianas dos taninos estdo bem documentadas, tendo sido
relatada a inibicdo do crescimento de bactérias, bolores, leveduras e virus (Scalbert,
1991; Aerts et al.,1999). Na industria alimentar, os taninos séo utilizados para clarificar
vinhos, cervejas e sumos (Khanbabaee e van Ree, 2001). A utilizacdo do acido tanico
no processamento e conservacao de alguns produtos alimentares permite prolongar o

tempo de prateleira (Chung et al.,1998).

3. Atividade antioxidante

A literatura revela o interesse que existe nos antioxidantes e na sua capacidade de

prevenir doencas provocadas pelo stresse oxidativo.

7

Atualmente a sociedade € movida pelo consumo exagerado de alimentos muito
caldricos, associada a auséncia de exercicio fisico regular e a uma vida sem horarios,
0 que faz com que o organismo se manifeste aumentando a atividade metabdlica.
Durante este processo sao formadas espécies reativas (Gomez-Pinilla e Nguyen,
2012) que podem ser genericamente divididas em espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de azoto (RNS) (Ferreira e Abreu, 2007).

As ROS incluem n&o apenas radicais livres como o 0,", o radical hidroperoxilo HO,",
o radical HO', o radical peroxilo (ROO") e o alcoxilo RO’, mas também no radicais

como o H,0,, 'O, e 0 &cido hipocloroso (HCIO).

As ROS podem reagir com componentes das células como a parede celular, os lipidos
membranares, a mitocéndria e o ADN (Temple, 2000). O excesso de ROS no
organismo pode provocar danos cumulativos nas proteinas, lipidos e ADN, resultando
no designado stresse oxidativo, que pode ser definido como o desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes (Fang et al., 2002; Dudonné et al.,
2009).

O stresse oxidativo induzido por estes radicais é considerado um fator primario nas
doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Markesbery e Lovell, 2006;
Gomez-Pinilla e Nguyen, 2012), doengas cardiovasculares como a aterosclerose

(Vokurkova et al., 2007; Bhattacharya, et al., 2011), sendo também a causa principal
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da morte celular e lesbes tecidulares resultantes de enfartes do miocardio (Ide et al.,
2001), processos inflamatorios e envelhecimento (Wang et al., 2007) e cancro (Barnett
et al.,, 2006; Huang, 2003). Mais recentemente, foi demonstrado que o stresse
oxidativo também pode ser a causa da diabetes tipo Il (Dogru et al., 2012). Além disso,
existem cada vez mais evidéncias de que as lesdes dérmicas induzidas pela radiacédo
UV envolvem a geragdo de ROS e RNS, resultando em modificagbes estruturais e

funcionais no tecido cutaneo (Herrling et al., 2006).

A atividade dos antioxidantes referidos é de extrema importancia, uma vez que o seu
papel na preservacdo da salde humana, na prevencdo e ajuda no tratamento de
doencas tem sido evidenciado. Varios métodos foram desenvolvidos para medir a
eficacia antioxidante. As suas vantagens e desvantagens tém vindo a ser discutidas
em termos de simplicidade, instrumentacdo necessaria, mecanismos, método de
guantificacdo e relevancia biolégica (Niki, 2010). Frequentemente recorre-se a
espetrofotometria UV/Vis convencional para avaliar a capacidade dos antioxidantes

para a captacdo de radicais livres (Niki, 2010).

4. Extracao de compostos bioativos

Durante a pesquisa bibliografica, verificou-se a existéncia de inimeros estudos acerca
da extracdo de compostos bioativos. Contudo, também se verificou que a maior parte
desses estudos valorizava apenas a quantidade de compostos extraidos, utilizando

varios tipos de solventes.

Foram utilizados solventes simples como acetato de etilo (Pinelo et al., 2005; Russell
et al., 2008; Goulas, et al., 2012), éter dietilico (Ross et al., 2009), éter de petréleo
(Sharififar et al., 2009), isopropanol (Murthy e Naidu, 2010), hexano (Alonso Garcia et
al., 2004; Goulas, et al., 2012) e metanol (Borreli, et al., 2004; Mussato, et al., 2011,
Goulas, et al., 2012), foram utilizados, simples ou em diferentes concentracdes

aquosas, nao sendo ponderada a toxicidade dos mesmos nem o seu valor econémico.

Estudos recentes utilizam a extragdo com agua subcritica para extrair compostos
fendlicos de subprodutos (Singh e Saldafia, 2011; Narita e Inouye, 2012). Este
método, embora descrito como sendo menos poluente em relagdo aos solventes
organicos (Narita e Inouye, 2012), acaba por se tornar um método dispendioso, tendo

em conta o equipamento necessario (Smith, 2002).
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Pelo referido, € do maior interesse otimizar processos extrativos para obter producdes
maximas de antioxidantes, para a sua utlizacGo em suplementos
alimentares/alimentos funcionais, Uteis como suporte nutricional na prevencdo de
inUmeras doencas, valorizando os subprodutos e contribuindo para a sustentabilidade
ambiental sem descurar a sustentabilidade dos processos.

5. Café

A industria do café é uma das industrias que movimenta mais capital, a nivel mundial,

logo a seguir ao petréleo (Franca et al.,2008; Mussatto et al., 2011).

A Organizacdo Internacional do Café estima que a producdo total dos paises
exportadores em 2011/2012 devera rondar os 131,4 milhdes de sacas, sendo a
Ameérica do Sul o continente que mais contribui para a produ¢cdo mundial, como se
pode verificar pelo grafico representado na figura 2. (Relatério Mensal sobre o Mercado

Cafeeiro — Julho de 2012 — Organizacao internacional do café).

Meéxico e América
Central 14,3%

Fig. 2 - Producéo de café em 2011/12 por continente

A bebida café tem origem na semente do fruto do cafeeiro. Esta planta pertence a
familia das Rubiaceae. Embora existam varias espécies de café, hoje em dia séo
essencialmente cultivadas duas espécies a nivel mundial: Coffea arabica (café
ardbica) e Coffea canephora var. robusta (café robusta). O café ardbica € a espécie de
café mais antiga que se conhece, sendo considerada a espécie mais nobre. E
responsavel por 75-80% da producdo mundial. O café robusta difere dos cafés arabica
em termos de sabor (origina uma bebida mais amarga) e é mais resistente a pragas
(Belitz et al., 2009). Este tipo de café é essencialmente utilizado na producéo de café

expresso (a adicdo de um pouco de robusta melhora as carateristicas da espuma) e
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na producdo de café soluvel (pois tem um maior teor de sélidos solaveis, melhorando

o rendimento do processo) (Alves, 2010).

O café, consumido essencialmente pelo seu efeito estimulante e propriedades
organoléticas, possui uma composi¢do quimica bastante diversificada e complexa.
Estima-se que o grdo de café torrado possua mais de 2000 compostos quimicos,
alguns destes com atividades biolégicas. Quimicamente, estas espécies diferenciam-
se pelo seu teor em diversos componentes: cafeina (o dobro no café robusta),
minerais, compostos fendlicos, trigonelina, aminoacidos, aminas biogénicas,

diterpenos, acidos gordos, esterois, B-carbolinas, entre muitos outros) (Alves, 2010).
5.1. Subprodutos do café

Durante o processamento do café sdo gerados residuos sélidos como as cascas, a
polpa do fruto, os graos de baixa qualidade ou defeituosos, a pele de prata (Fig. 3) e a
borra de café (Esquivel e Jiménez, 2011). E importante fazer um esforco na
valorizagdo dos inumeros subprodutos resultantes da sua produgdo, de modo a tornar

esta industria mais sustentavel (Mussato et al., 2011).

Disco - e d
Epicarpo (pele) { 1 o
Mesocarpo (polpa) d- N 7

Endocarpo i
Tegumento (pele de prata) " /
Endosperma (grdo) " Y g
Saco embrionario P

e@mpoooTn

Fig. 3 - Corte transversal e longitudinal do frdtocafeeiro

Estes subprodutos do café sao fontes renovaveis de baixo custo, uma vez que estudos
demostram que séo ricos em hidratos de carbono, proteinas, pectinas e compostos
bioativos (Murthy e Naidu, 2010). A valoriza¢cdo destes subprodutos tem interesse quer
pela perspetiva ambiental, quer pela econdmica, pois ira contribuir para uma reducao
de residuos de baixo custo, transformando-os em compostos de valor acrescentado e

criacdo de postos de trabalho (Mussato et al., 2011).

Existem alguns estudos para alguns destes subprodutos, mas ainda é muito escassa a
informacdo sobre a sua valorizacdo e reutilizacdo noutras industrias (Esquivel e
Jiménez, 2012).
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5.1.1. Cascas e polpa do fruto

As cascas e a polpa obtém-se quando as bagas do café sdo processadas, quer por
método a seco ou a humido. A casca do café envolve o gréo e representa 12% do

peso fresco da baga e a polpa 29% (Murthy e Naidu, 2012).

Atualmente, sdo utilizadas para a producéo de racdes animais e obtencdo de energia
através da queima ou da compostagem (Saenger et al., 2001). Sdo subvalorizados,
tendo em consideracdo o facto de serem ricos em hidratos de carbono, proteinas,

fibras e minerais (Brand et al., 2001).

5.1.2. Borra de café

A borra é um subproduto, que resulta da preparacéo das diferentes bebidas de café ou
da producéo de café soltvel (Esquivel e Jiménez, 2012). E rica em aclcares (manose

e galactose) e proteinas (Mussato et al., 2011).

A producédo de biodisel pode ser uma boa alternativa para a valorizacdo deste
subproduto (Kondamudi, et al., 2008).

5.1.3. Pele de prata

A pele de prata é a pelicula que esta diretamente em contacto com o grédo de café.
Fortemente ligada ao gréo verde, esta pelicula s6 se destaca apés a torra, por ndo se
expandir da mesma forma que o gréo, perante as elevadas temperaturas desta etapa
do processamento (Esquivel e Jiménez, 2011). O uso da pele de prata, como
ingrediente funcional, é recomendado por alguns autores, tendo por base a sua baixa
concentracao em lipidos e hidratos de carbono, alto teor em fibras soltveis (60% da
composicao total) e comprovada atividade antioxidante (Chiralertpong, 2010; Esquivel
e Jiménez, 2011).

Em alguns paises, uma forma de eliminar este residuo € utlizando-o como

combustivel ou para compostagem (Saenger et al., 2001).

Embora seja o residuo maioritario da torrefacdo do café, a pele de prata é talvez o

subproduto da industria do café menos estudado e explorado.

Com este trabalho pretende-se, assim, promover a sua valorizacao, contribuindo para

a reducéo dos residuos da industria de torrefacédo do café.
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Objetivos

Com o intuito de valorizar o residuo, o objetivo primordial deste trabalho consistiu em
otimizar métodos sustentaveis de extracdo para obtencdo de extratos com elevado
teor de compostos bioativos e/ou atividade antioxidante, com viabilidade de utilizag&o
futura na industria alimentar (aplicagdo em suplementos alimentares/alimentos

funcionais) ou outras industrias (por ex. cosmética).

Para isso, selecionaram-se solventes de baixa toxicidade e reduzido custo e
desenvolveu-se um conjunto de tarefas laboratoriais, articuladas entre si, procurando

respostas sequenciais e cumulativas para os seguintes objetivos especificos:

- Avaliar o efeito das principais variaveis que afetam o rendimento de extracéo
e a atividade antioxidante dos extratos, nomeadamente a polaridade do

solvente extrator, a temperatura e o tempo de extragao;

- Quantificar o teor em compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos dos

extratos obtidos;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos, utilizando duas

metodologias diferentes e complementares (DPPH e FRAP);

- Selecionar o método extrativo mais conveniente com base nos parametros

avaliados.
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Material e métodos

1. Amostras

As amostras (Figura 4) analisadas foram cedidas por uma industria de torrefacéo
(Bicafé - Torrefaccdo e Comércio de Café Lda). Selecionaram-se 3 amostras de pele
de prata (Tabela 1) resultantes da torrefacdo de 3 lotes de café comercial (2 blends e

um estreme), representativas de uma grande parte do residuo produzido.

Tab. 1- Descri¢do das amostras

Amostra Composicao

Al 49% robusta e 51% arabica

A2 100% robusta (proveniente da india)
A3 80% robusta e 20% arabica

Al A2 A3 Al

Fig. 4 - Amostras cedidas para estudo Fig. 5 - Amostra A1 moida

ApoOs rececdo das amostras, as mesmas foram moidas em moinho Retsch GM200,
(Figura 5) e posteriormente utilizadas na determinagdo dos varios parametros
propostos.

2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico:
Acetato de sodio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)
Acido gélhico, (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)
Acido tanico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Carbonato de sédio (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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Cloreto férrico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Cloreto de aluminio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

DPPH?e (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)
Epicatequina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Folin—Ciocalteau (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Hidroxido de sddio (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Ntrito de sodio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Sulfato ferroso (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Trolox (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina), (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

3. Equipamentos

Moinho (GM 200, RETSCH, Haan, Alemanha)

Placa de agitacdo (VARIOMAG, TELEMODUL 40 CT, H+P Labortechnik, Alemanha)
Vortex (VWR INTERNATIONAL, Darmstadt, Alemanha).

Espetrofotometro (SHIMADZU, UV-1800)

Leitor microplacas (BioTek Synergy HT, GENS5).

4. Extracao de compostos bioativos

De modo a estudar as condigBes Otimas de extracdo testaram-se diferentes misturas

de solventes (diferentes polaridades), tempos de extragao e temperaturas.

4.1.Preparacédo da amostra

Num estudo preliminar, procedeu-se a avaliagdo da melhor relagédo entre a massa de

pele prata e a quantidade de solvente.
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Fig. 6 - Amostra (Al) em diferentes relagcdes desirace solvente

A relacdo 1:10 e 1:25 (m/v), ndo permitiram ter solvente suficiente para efetuar a

extragdo como se pode verificar nas figuras 7 e 8.

Fig. 8 — Amostra 1 com a relagéo 1:10 (m/v) Fig. 7 — Amostra 1 com a relagéo 1:25 (m/v)

Apenas com a relacdo 1:50 (m/V) foi possivel proceder a extracdo dos compostos (Fig.

9).

Fig. 9 - Amostra 1 com a relagéo 1:50 (m/v)

Prepararam-se diferentes extratos (1 g/50 ml) em duplicado a partir de um lote de pele

de prata (Al) para determinar as condi¢cdes mais adequadas aos objetivos do trabalho.

Apos a selecdo das condicdes Otimas, as 3 amostras em estudo, foram sujeitas ao

processo extrativo escolhido em triplicado.

As varidveis selecionadas foram as seguintes:
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* Solventes:

o 100% agua
75% agua e 25% etanol absoluto
50% agua e 50% etanol absoluto
25% agua e 75% etanol absoluto

O O o o

100% etanol absoluto
* Tempos de extracao:

30 min

60 min

90 min

180 min

o O O o

e Temperaturas de extracao:
Temperatura ambiente (25°C)
30°C

40°C

50°C

60°C

o O O o o

A extracéo foi efetuada em placa de agquecimento com agitacdo constante de 600 rpm
(Figura 10) e os extratos obtidos filtrados (Figura 11) para posterior andlise. Os
extratos foram congelados a -25 °C até serem analisados.

) o H
%
m Y ==

i
Fig. 11 - Filtrac&o de extratos

Fig. 10 - Extracéo de composts bioativos da pelprdta
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A Figura 12 permite deduzir a diferente composicdo dos extratos obtidos, com

diferentes solventes, tendo em conta as tonalidades apresentadas.

100% agua 100% etanol

Fig. 12 - Extratos da pele de prata preparadogaesdiferentes condigfes extrativas

5. Determinacéo de compostos bioativos

Na determinacédo dos compostos fendlicos incluiram-se os fendis totais, flavonoides e
taninos). Na atividade antioxidante consideraram-se os métodos do DPPH e FRAP

conforme referido anteriormente.

5.1.Compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos aquosos foi
efetuada por um método espetrofotométrico, utilizando o reagente Folin—Ciocalteau,
segundo metodologia previamente descrita (Alves et al., 2010). Para elaborar a curva

de calibracao utilizou-se um padréo de 4cido galhico (Figura 13).

Colocaram-se 500 pL de extrato num tubo de ensaio adicionando 2,5 ml de RFC
diluido em agua desionizada (1:10). Adicionaram-se 2,0 ml de carbonato de sddio para
alcalinizar a solucdo e colocou-se em banho-maria a 45 °C durante 15 minutos ao

abrigo da luz.

Deixou-se em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos. Efetuaram-se as

leituras a 765 nm.
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1,2
y=0,0105x-0,0136
R*=0,999

08
0,6
0,4
0,2

Abs
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Concentragdo acido gélhico (mg/L)

Fig. 13 - Curva de calibragdo de acido galhicdizatia para determinar os compostos fendlicosstalas extratos

5.2.Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados por um método espetrofotométrico seguindo
uma metodologia previamente descrita (Barroso et al., 2011) com ligeiras
modificacBes. A técnica envolveu a medida da absorvéncia, a 510 nm, do complexo
AICl;-flavonoide, utilizando a reta de calibracdo de epicatequina (Fig. 14), efetuada

aquando das determinagdes.

Num tubo de ensaio colocou-se 1 ml de extrato, 4 ml de agua destilada e 300 pL de
nitrito de sédio a 25%. Apdés 5 minutos adicionaram-se 300 puL de AICl; a 10% e
aguardou-se 1 minuto. Adicionaram-se 2 ml de solucao de hidréxido de sodio 1mol/L e

2,4 ml de 4gua destilada. Agitou-se em vortex e efetuaram-se as leituras a 510 nm.

1,200

1,000 - y = 0,0026x + 0,0064
R?=0,999

0,800

2 0,600

< 7
0,400

0,200

0,000

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Concentracdo Epicateauina (me/L)

Fig. 14 - Curva de calibracdo de epicatequinazata para determinar os flavonoides totais dasims
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5.3. Taninos totais

Para a determinacdo dos taninos totais utilizou-se o RFC, segundo metodologia
previamente descrita (Shad et al., 2012) com ligeiras modificacdes, utilizou-se a curva

de calibracéo de acido tanico (Fig. 15) elaborada aquando dos ensaios.

A 500 pL de amostra adicionaram-se 2,5 ml de reagente RFC (1:10). Agitou-se
vigorosamente e apdés 3 minutos adicionaram-se 2 ml de solucdo de carbonato de

s6dio e deixou-se repousar durante 2 horas ao abrigo da luz.

As leituras foram efetuadas a 725 nm.

0,800 -~
0,700 - y =5,7828x + 0,004
0,600 - R?=0,999
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

0,000 T T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 C

Abs

Fig. 15 - Curva de calibragdo de acido tanicoizatila para determinar os taninos totais dos estrato

5.4. Atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados dois ensaios, segundo

metodologias previamente descritas (Benzie e Strain, 1996; Barroso et al., 2011):

- determinacdo da capacidade de neutralizacdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPHe);

- avaliacdo do poder antioxidante por reducéo do ido férrico (método FRAP).

5.4.1.DPPHe

Efetuaram-se algumas alteragBes ao método descrito por Barroso et al (2011). O

método consistiu em adicionar a 14 uL de extrato, 186 uL de solucdo etandlica de
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DPPHe (9,3 x 10 mol/L), agitar e efetuar as leituras a 525 nm, de 10 em 10 minutos,
até a reacao estabilizar. Baixos valores de absorvéncia indicam maior capacidade de

neutralizar radicais livres.

Foi preparada uma curva de calibracdo (Figura 16) com trolox e o branco com uma

solucdo de etanol e acetato de sédio (2:1).

0,6 ~

y =-0,0035x + 0,4896
R*=0,990

0,5 -

04 -

Abs

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentracin Tralax (Img/1)

Fig. 16 - Curva de calibragéo utilizada para defteama capacidade de neutralizacéo de radicaesliiibPPH) dos extratos

5.4.2.FRAP

O método consiste na reducdo do complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCly/K;Fe(CN)g] a

Fe(ll), forma ferrosa, pela presenca do composto antioxidante na solugao.

Assim, determinou-se o0 poder antioxidante por reducdo do ido férrico, segundo
metodologia previamente descrita (Benzie e Strain, 1996), utilizando-se uma curva de

calibracéo (Fig. 17) de sulfato ferroso.

Num tubo de ensaio, colocaram-se 90 ul de extrato, 270 pl de 4gua destilada e 2,7 ml
de reagente FRAP (750 ml de tampdao acetato 0,3 M, 75 ml solu¢cdo TPTZ 10 mM e 75

ml cloreto férrico 20 mM).
Homogeneizou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C.

Ap6s 30 minutos efetuaram-se as leituras a 595 nm.
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y =0,0014x+ 0,0003
R?=0,999

100 200 300 400 500 600

Concentragdo sulfato ferroso mg/L

Fig. 17 - Curva de calibragéo utilizada para deiteama poder antioxidante por reducéo do ido férfiRAP) dos extratos

6. Analise estatistica

Todos os ensaios foram efetuados em triplicado. Os valores foram expressos como

médias aritméticas + desvio padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas

seguindo a analise da variancia (ANOVA) a trés fatores. Foram fixados os fatores:
solventes (100, 75, 50, 25 € 0 % de agua), tempo de extracdo (30, 60, 90 e 180

minutos) e temperaturas (25, 30, 40, 50, e 60 °C). As médias foram comparadas

utilizando um teste de Tukey para comparacfes entre grupos utilizando o programa

IBM SPSS Statistics 20 sendo consideradas diferencas significativas para p < 0,05

(com um intervalo de confianca de 95%).
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Resultados e Discussao

Conforme referido anteriormente, a base deste trabalho visa encontrar condicbes

Gtimas para valorizacdo de um residuo da industria do café, a pele de prata.

Frequentemente, faz-se a valorizacdo de residuos sem considerar a sustentabilidade
do processo. Elimina-se o residuo, transformando-o numa matéria-prima sem

viabilidade econdmica.

Neste sentido, optou-se por considerar apenas a agua e o etanol, como solventes
extratores pois sdo econdémicos e o produto resultante da extracdo pode ser utilizado

na industria alimentar (devido a sua inocuidade).

Dada a auséncia de estudos nesta matriz, e de acordo com alguns trabalhos
efetuados noutras matrizes, optou-se por estudar isoladamente cada solvente e em
mistura, tendo em conta a polaridade dos mesmos. Assim, nesta parte do estudo

fizeram-se cinco ensaios (100, 75, 50, 25 e 0% de agua).

Outras variaveis consideradas na otimizacdo do método foram os tempos e

temperaturas de extracéo.

Relativamente aos tempos de extragdo optou-se por quatro ensaios (30, 60, 90 e 180
minutos). N&o se procedeu a extra¢do durante periodos mais longos, por questdes de
sustentabilidade econdmica. Embora este ensaio tenha sido efetuado em microescala,

0 objetivo futuro sera a sua transposicao para escala industrial.

Em relacdo as temperaturas de extracdo e com base no mesmo principio, testaram-se

cinco temperaturas (temperatura ambiente, 30, 40, 50 e 60 °C).

Com os varios métodos de extracdo utilizados, obtiveram-se extratos com coloracfes
distintas (Fig. 12), o que comprova a sua diferente composi¢do quimica. De facto, de
acordo com os resultados obtidos para os parametros analisados, verificou-se que a
variacdo das condi¢cfes de extracdo influenciava significativamente a quantidade e a
gqualidade dos compostos bioativos extraidos (Tabela |, 11, 1lI, IV e V, em anexo). Como
tal, é possivel escolher as condicBes dtimas de extracdo, para se obter um produto
com as propriedades desejadas. No entanto, essas condi¢cbes variam consoante o

parametro analisado.
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Na primeira fase experimental, de escolha das condicbes de extracdo (solvente,
temperatura e tempo) avaliou-se a qualidade dos extratos obtidos, recorrendo a

determinacdo dos compostos fendlicos totais.

- Os solventes (dgua e alcool) isoladamente, apresentaram o pior comportamento na
extracdo, para todas as temperaturas estudadas.

- Com as misturas de solventes, verificaram-se comportamentos variaveis com o
aumento da temperatura. Assim, a temperatura ambiente a melhor mistura, foi 75%
etanol/25% agua. Nas restantes temperaturas ensaiadas, prevaleceu a mistura 50%
etanol/50% agua. As figuras 18 a 22 exemplificam o referido.

300 -
Temperatura=25°C
250 - Ve
= 200 - - - 100% agua
2 150 - ¢ ¢ ¢ —8—25 etanol/75%
=z * 6 agua
[=11]
£ 100 - » ¥ X =50 etanol/50% agua
50 - ====75 Etanol/25% 4gua
0 T T T T T T 1 f==100% etanol

0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo (min)

Fig. 18 - Extracéo de compostos fendlicos a teniperambiente, fazendo variar o solvente ao lorgehpo
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. .
* IS

]

o

==
1

4 100% agua
——25 etanol/75% agua

00 - >|<-""* o x —#—50 etanol/50% agua

50 - —==—75 Etanol/25% agua

mg EAG/L
=
¥y
o

=

0 T T T T T T 1 ; 100% etanol
0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo (min)

Fig. 19 - Extracéo de compostos fendlicos a tenprrale 30 °C, fazendo variar o solvente ao lorggtethpo
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350 1
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100 ~ M ==>=75 Etanol/25% agua
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Fig. 20 - Extracédo de compostos fendlicos a temperale 40 °C, fazendo variar o solvente ao lorggtethpo
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Fig. 21 - Extracédo de compostos fendlicos a temperale 50 °C, fazendo variar o solvente ao lorgtethpo
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Fig. 22 - Extracédo de compostos fendlicos a temiperale 60 °C, fazendo variar o solvente ao lorgtethpo

Na escolha da temperatura que permitiu obter o extrato com maior teor de compostos
fendlicos, e de acordo com as figuras 18 a 22, verificou-se que as temperaturas de 50
°C e 40 °C permitiram obter extratos com valores superiores de compostos fendlicos
(Fig. 20 e Fig. 21). Dada a similaridade de valores, a escolha ficou dependente do

tempo de extracao.

A figura 20 mostra claramente que a temperatura de 40 °C, a mistura 50% etanol/50%

agua, tem o melhor desempenho aos 60 minutos.

Com a temperatura de 50 °C atingiu-se um valor maximo de compostos fendlicos aos
90 minutos (Fig. 21). Contudo, a diferenca de valores (303-321 mg EAGI/L, tabela | em
anexo) néo justifica os custos acrescidos com o aumento do tempo de extragdo. Deste
modo optou-se pela mistura 50/50, a temperatura de 40 °C ap6s um tempo de
extracdo de 60 minutos. A tabela 2 justifica a escolha feita. Embora o extrato escolhido
ndo seja o melhor posicionado, é o que apresenta melhores resultados a nivel de

sustentabilidade e viabilidade a nivel industrial.
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Tab. 2 - Melhores condicdes de extragéo para agétede extratos ricos em compostos fendlicosst¢EsAG: equivalentes em

acido galhico)

: Solventes Temperatura (°C)  Tempo (min) C. fendlicos

% agua % etanol (mg EAG/L)

12 (Pso (P so 50 o 90 320,7+0,1
2 (P so P so 60 o 90 313,2+0,6
3 P so (P 50 50 Jall 180 305,6 0,2
22 (P so P 50 60 Jal 180 304,7+0,1
se (p so (P 50 40 ) 60 302,5+0,5
6c (P so (P 50 40 Jall 180 298,5+0,2
72 ™2k @ 75 50 o 90 293,9+0,6
ge ™ 235 @ 75 60 o 90 293,1+0,7
% ™22k @ 75 60 . 60 287,8+0,3
100 ™25 @ 75 50 . 60 285,2+0,3

Embora a escolha das condi¢cdes de extracdo fosse baseada nos teores de fendis

totais foram igualmente determinados todos o0s outros parametros mencionados na

seccdo material e métodos.

A tabela 3 apresenta o “ranking” dos melhores extratos, considerando os teores de
flavonoides (mg EE/L). As condi¢des escolhidas ndo estdo contempladas na referida

tabela, uma vez que estes compostos sdo mais eficazmente extraidos com solventes

menos polares e temperaturas mais elevadas. No entanto, e de acordo com a tabela Il

em anexo, verifica-se um comportamento atipico. Inicialmente, aos 30 minutos, 0s

teores determinados foram elevados, baixaram ao fim de 1 hora e subiram

ligeiramente a 90 e 180 minutos.

Tab. 3 - Melhores condi¢des de extracéo para agitede extratos ricos em flavonoides (EE: equiveteem epicatequina)

Solventes Flavonoides

o 0 Temperatura (°C) Tempo (min)

% agua % etanol (mg EE/L)
™2 @ 75 60 P 90 144,0 £ 1,0
™2xs @ 75 60 30 140,0 + 15,4
@so P so 50 i 90 125,8 + 0,2
™22 & 75 60 . 60 123,4 + 10,0
™2x @ 75 50 i 90 119,4 + 1,0
@s0 @ s0 60 all 90 118,4 + 6,2
™22 & 75 60 Jl 180 118,1+5,8
™25 @ 75 50 . 60 116,6 + 0,2
@s0 P 5o 60 gl 180 113,6 £2,1
@so @ so 40 all 180 113,4 £ 6,6
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Pelos resultados obtidos parece possivel inferir:

- para a obtencdo de extratos ricos em flavonoides um tempo de extracdo de 30

minutos é suficiente.

- trata-se de uma fragéo instavel (possiveis altera¢des na estrutura quimica levando a

formagé&o de outros compostos ao longo do tempo).

Considerando a atividade anti-radicalar contra o DPPHe (mg ET/L), a tabela 4
sumariza os resultados obtidos, considerando os parametros solventes, temperaturas

e tempos de extracao.

Tab. 4 - Melhores condi¢des de extracédo para agitede extratos com elevada atividade anti-raaficaintra o DPPH « (ET:
equivalentes em trolox)

Solventes Temperatura (°C) Tempo (min) Atividade anti-radicalar
% agua % etanol contra o0 DPPHe (mg ET/L)
12 ™25 @ 75 30 . 60 416,0 2,9
2 M™2x @ 75 50 30 386,0 + 27,1
32 M2x @ 75 50 . 60 384,6 + 25,7
3 @0 O o 25 Jl 180 384,6 + 48,6
o P75 ™ 25 40 ) 60 3817 +74,3
se (M»x @ 75 30 all 180 380,3+7,1
e M3 @ 75 40 al 180 370,3+2,9
o (M™2x @ 75 40 . 60 368,9 + 10,0
ge (MWax @ 75 40 30 364,6 + 20,0
%2 Oo @ 100 25 . 60 361,7 +37,1
100 ™2 @ 75 40 al 90 357,0 + 64,3

Neste caso, verifica-se que a relacdo de solventes 25% agua/75% etanol € a que

resulta numa capacidade anti-radicalar mais elevada.
Todos os resultados obtidos estdo na tabela em anexo (Tabela 1V).

A tabela 5 sumariza os ensaios efetuados para o poder redutor (mg de sulfato

ferrosol/L).
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Tab. 5 - Melhores condi¢des de extracéo para agitede extratos com elevado poder redutor

Solventes Poder redutor
Temperatura (°C) Tempo (min)
% agua % etanol (mg sulfato ferroso/L)

1° P 50 & 50 40 i 60 1791,9 89,3
20 P 50 & 50 50 d 90 1734,8 25,0
3¢ P 50 J» 50 60 d 90 1656,2 +303,6
4° @ 75 ™ 25 50 d 90 1641,9 £203,6
50 & 75 ™ 25 60 a 180 1556,2 +60,7
62 P 50 & 50 40 30 1499,0 +175,0
7° P 50 P 50 25 a 180 1477,6 £125,0
8¢ @ 75 ™ 25 60 d 90 1474,0 £85,7
92 ® 100 O o0 60 i 50 1474,0 £300,0
100 & 25 & 75 60 i 90 1474,0 #42,9

Os valores mais elevados do poder redutor correspondem as condi¢des consideradas

Otimas para a valoriza¢@o do subproduto pele de prata.

As figuras 23 a 27 justificam a escolha feita.

1850,0
1650,0 -
_ 1450,0 ~ Temperatura=25°C
Sy,
2 1250,0 -
= =p=100% dgua
& 1050,0 -
[} =@ 25:75 etanol/dgua
E 850,0 _ )
S 6500 | 50:50 etanol/4dgua
'é“ ! i 75: 25 etanol/4gua
450,0 -
RV == 100% etanol
250,0 b o o
50)0 T T T T T T 1

0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo (min)

Fig. 23 - Extracéo de compostos com poder redfapendo variar o solvente a temperatura de ambéatelongo do tempo de
extracao



FCUP|FCNAUP | 40

Pele de prata do café: desenvolvimento de um método sustentavel de extragdo de compostos bioativos

1850,0 -
1650,0 -
_ 1450,0 - Temperatura=30°C
Sy,
2 1250,0 -
= =t=100% dgua
2 1050,0 - /
[} —@—25:75 etanol/dgua
& 8500 - —¢
S5 —=—150:50 etanol/dgua
Y 650,0 -
E’ i 75:25 etanol/dgua
450,0 -
et 100% etanol
2500 | g —X
50,0 T T T T T T 1

0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo (min)

Fig. 24 - Extrac@o de compostos com poder redfapendo variar o solvente a temperatura de 30 &B,lengo do tempo de
extragéo
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Fig. 25 - Extracéo de compostos com poder redfapendo variar o solvente a temperatura de 40 &3,lengo do tempo de
extragéo
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Fig. 26 - Extracéo de compostos com poder redfapendo variar o solvente a temperatura de 50 &B,lengo do tempo de

extracao
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Fig. 27 - Extragdo de compostos com poder redfzmendo variar o solvente a temperatura de 60 &6,lengo do tempo de

extracéo

De um modo mais robusto, da avaliacdo dos resultados da Anova a 3 fatores, com

interacdo, resulta um efeito significativo nas cinco variaveis em analise, para todos os

fatores e respectivas interacdes duplas, com excecdo do efeito do tempo para o

ensaio da atividade anti-radicalar DPPH) e o interactivo tempo/solvente, para o ensaio

do DPPH e o ensaio do poder redutor (FRAP) (ver Tabela VI, em anexo).
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Ao nivel dos fatores individuais, da analise de comparagcdo multipla por aplicacdo do
teste de Tuckey resulta que, para o ensaio do DPPH o melhor solvente para a
extraccao é 25% de 4gua. Para todos os outros compostos obteve-se uma extraccao
méxima para 50% &agua, temperaturas de 50 °C e 60°C, com tempos de extrac¢do de

90 a 180 minutos (ver Tabela VII, em anexo).

Em resumo, as condi¢cdes 6timas de extraccdo, variaram consoante 0 parametro
analisado. No entanto, de acordo com os resultados obtidos, a mistura de solventes
que melhor extrai os compostos de interesse neste trabalho é constituido por 50%
etanol e 50% agua. Em relacdo a temperatura e ao tempo de extraccdo, considerando
a sustentabilidade econdomica e ambiental do processo optou-se pelas seguintes

condicges:
- temperatura de 40 °C e tempo de extracao de 60 minutos
- temperatura de 50 °C e tempo de extracao de 90 minutos.

Na segunda parte do trabalho procedeu-se a analise das trés amostras fornecidas pela

indUstria torrefatora.

Conforme ja referido, trata-se de duas misturas (blends) constituidas num caso por
49% robusta e 51% ardbica (Al) e noutro 80% robusta e 20% ardbica (A3). Uma
terceira amostra foi obtida na torrefagdo de um lote de café constituido por 100%

robusta proveniente da India (A2).

Os resultados obtidos apresentam-se na tabela 6.
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Tab. 6 - Resultados dos compostos bioativos, extsatom o solvente 50% etanol e 50% agua, das mma@stemperatura de 40 °C

e 50 °C durante um periodo de extracéo de 60 ariian

Compostos
fendlicos totais  Flavonoides Taninos DPPH FRAP
mg EAG/L mg EEC/L mg EAT/L mg ET/L mg ESF/L
TC 40 Min 60 Al 383,616,7 115,4 3,2 0,39 £+0,02 237,0#51,3 1426,4+35,6
A2 302,5+7,2 73,1+2,4 0,33+0,02 103,6 +68,8 997,9 37,9
A3 351,6 +29,0 117,0 £3,9 0,41 +0,02  235,0+24,3 1 257,4 +153,2
50 Min 90 Al 360,118,8 140,9 #33,9 0,37 +0,03 204,6 +30,3 1 302,6 +46,3
A2 288,1+13,9 79,3 46,0 0,39 +0,04 157,0+29,5 921,7 73,4

A3  343,0 £23,8 101,8 +16,1 0,42 +0,10  218,9+29,1 1078,8+312,6
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z

A amostra 100% robusta € a que obteve para todos os parametros analisados o0s
valores mais baixos, com a excecdo dos taninos que acaba por ter um valor
ligeiramente superior, em relacdo a amostra 1 (49% robusta e 51% arabica) nas

condi¢des de temperatura de 50 °C com um periodo de extragdo de 90 minutos.

No que concerne aos teores de flavonoides verifica-se que os blends apresentaram

valores semelhantes (115-117 mg EE/L).

Em relacdo aos teores de taninos os resultados obtidos permitiram verificar que as
misturas parecem diferentes entre si, tendo em conta as percentagens de robusta.
Tais factos levam a deduzir que os cafés que deram origem a este subproduto teriam

origens diferentes.

O parametro seguinte, a atividade anti-radicalar (DPPH), apresentou um

comportamento similar ao reportado para os flavonoides.

O poder redutor (FRAP) das amostras também variou de modo semelhante ao descrito
nos taninos. As misturas, embora em percentagem diferentes, dos cafés robusta e

ardbica, apresentaram valores semelhantes.

Pelo referido, ndo parece ser possivel prever a capacidade antioxidante deste
subproduto pela composi¢cdo dos blends. Seria necessario uma maior numero de
amostras para se obterem resultados mais conclusivos, conhecendo em pormenor as
caracteristicas da torra e a origem geografica dos cafés. Seria de esperar, de acordo
com a bibliografia (Alves, et al., 2010) descrita para o café, que a amostra 100%
robusta apresentasse maior atividade antioxidante, o que néo se verificou. No entanto,
os resultados na bibliografia para o café (gréo e bebida) podem n&o ser diretamente
compardveis com os da pele de prata, pois embora esta se liberte do grédo aquando da
torra, os estudos prévios efetuados no nosso laboratério sobre outros compostos
quimicos, tem mostrado que a sua composicao quimica difere bastante da do gréao de

café, uma vez que é uma parte distinta do fruto.

Pelos resultados obtidos na extracdo de compostos bioativos das amostras nos
diferentes binbmios temperatura/tempo, é possivel obter uma solu¢do de compromisso
entre os varios métodos de extracao e os referidos parametros. De uma maneira geral,
ndo se encontraram diferencas significativas (p<0,05) entre os dois métodos

selecionados (Tab.6).

43



FCUP|FCNAUP

Pele de prata do café: desenvolvimento de um método sustentavel de extragdo de compostos bioativos

Assim, optou-se pelas seguintes condi¢cdes de extracao:
- solvente constituido por 50% de etanol e 50% de agua,
- temperatura de 40°C,

- tempo de extracdo de 60 minutos.

Estas parecem ser a escolha acertada para produzir um extrato simultaneamente rico
em compostos fendlicos e com elevada capacidade antioxidante. Comparativamente
com outras condi¢des, “mais eficazes”, para um ou outro parametro, a escolha feita

permite uma reducdo de custos, por poupanca de tempo e de energia.

Terminada esta fase de trabalho, € de todo o interesse prosseguir com um estudo de

viabilidade do processo desenvolvido, para futura aplicacao industrial.

Este trabalho esta integrado num investigacdo mais abrangente que visa caracterizar
pormenorizadamente a composicdo da pele de prata relativamente a outros
compostos bioativos (e.g.: cafeina, aminoacidos, fibra) e contaminantes (e.g.:
hidroximetilfurfural, furfural, acrilamida). Estes estudos estéo ja a decorrer e pretende-

se divulgar os resultados num futuro préximo.
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Conclusao

A producédo de residuos da industria agroalimentar é uma problematica que preocupa
a sociedade atual. Estdo descritos varios processos de valorizacdo de residuos,
contudo nem sempre sdo tidas as condicdes de sustentabilidade do processo.
Cientificamente s&o trabalhos com interesse, no entanto, sem viabilidade a nivel

energético, econdmico e, frequentemente, ambiental.

O estudo apresentado visou selecionar as condigcBes Otimas de extracdo de um
residuo da industria torrefatora de café, a pele de prata. Trata-se do residuo
maioritario desta inddstria, contudo sdo escassos 0s estudos que visam a sua

valorizacao e reutilizacéo.

Para colmatar esta lacuna, procedeu-se ao trabalho apresentado, dando prioridade ao
estudo da capacidade antioxidante e de alguns compostos relacionados (DPPH,
FRAP, compostos fendlicos totais, flavonoides totais e taninos). As variaveis
estudadas incluiram solventes (agua e etanol em diferentes proporcgdes), temperatura

e tempo de extracao.

As condi¢cbes o6timas de extracdo variaram consoante o parametro analisado. No
entanto, de acordo com os resultados obtidos, é possivel obter uma solugédo de
compromisso entre os varios métodos de extracdo e os referidos parametros. Assim,
as seguintes condi¢des de extracdo, solvente constituido por 50% de etanol e 50% de
agua, temperatura de 40°C e tempo igual a 60 minutos permitem obter um extrato rico
em compostos fendlicos e com elevada capacidade antioxidante individual, poupando-
se tempo, energia e gastos econdmicos comparativamente com outras condicfes
analisadas.

O desenvolvimento destas condicdbes em microescala parece cumprir 0 pressuposto
inicial de valorizacdo de um residuo de forma sustentavel. O ideal seria implementar o
processo a escala industrial e confirmar o que se verificou a nivel laboratorial.

Além do referido acresce a vantagem de ndo ser necessario separar lotes, uma vez
que a diferente composicdo das amostras ndo afeta significativamente a composicao

dos extratos obtidos, tornando este processo expedito.
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Tabela | - Resultados dos compostos fendlicosstotan funcdo do solvente, tempo e temperatura

57

ml
100% Agua 75% Agua 50% Agua 25% Agua 100% Etanol
mg EAG/L mg EAG/L mg EAG/L mg EAG/L mg EAG/L
TC 25 min 30 143,2 £19,2 178,2 6,7 192,5 #4,7 204,9 £10,1 79,4 +0,3
60 173,0 #4,0 216,5+11,8 2225134 246,5 £18,9 85,1 +3,0
90 164,9 +2 4 202,7 £5,7 213,8 0,5 228,9 10,3 91,0 34
180 163,7£2 4 201,549,4 223,4 £10,1 2445 +4.9 87,713
30 min 30 195,6 2.4 228,0 £3,0 237,6 £1,5 221,2 £3,2 95,1 +7,1
60 187,2 £0,3 239,5 42,2 262,1 45,9 230,8 £2,0 115,1 10,0
90 209,6 £1,3 259,7 19,3 268,3 £2,9 268,3 2,9 117,4 +49
180 210,9+15 254,542,2 268,7 £3,0 249,3 10,8 118,0 £3,0
40 min 30 207,5 7,7 2440 £12,0 253,7 £1,7 237,6 19,3 102,2 £1,7
60 236,5 11,1 276,0 £16,2 302,5 7,1 272,8 £3,2 100,8 £1,0
90 193,8 £15,7 239,0 £7,6 263,1 0,2 262,5 5,7 120,349,1
180 206,3 9,8 268,3 £2,2 298,5+2 5 280,1 £1,0 126,3 6,7
50 min 30 246,5 £1,7 229,4 £15,8 258,5 £0,5 250,6 £1,3 107,5 2,7
60 223,7 12,5 255,3 £0,7 279,5 16,2 285,2 +4,5 133,4 16,7
90 235,5 +19,7 283,543,5 320,7 1,9 293,9 48,1 127,4 10,8
180 251,3+2,4 278,4 18,4 305,6 +2,4 264,9 £13,1 118,7 +13,8
60 min 30 228,1 £25,8 250,6 £12,8 282,0#8,1 282,8 4,2 113,4+£1,3
60 203,3 18,2 255,0 £3,9 269,7 £3,2 287,8 £3,9 129,5+0,5
90 235,6 15,7 276,3 £2,4 313,249,1 293,1 £10,6 109,3 19,6
180 231,3 48,8 281,348,1 304,7 £1,5 276,9 +4,9 119,3+2,2
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Tabela Il - Resultados dos flavonoides totais, entéo do solvente, tempo e temperatura

ml

100% Agua 75% Agua 50% Agua 25% Agua 100% Etanol

mg EEC/L mg EEC/L mg EEC/L mg EEC/L mg EEC/L
TC 25 min 30 64,4 2,8 75,2 2,8 75,0 £5,4 63,4 10,8 75,4 10,8
60 70,4 £2,8 87,4 15,9 89,0 2,0 72,8 £1,7 87,015,4
90 69,6 £2,3 86,8 +4,5 94,8 +4,0 71,0 £4,8 94,6 £2,0
180 58,6 £12,7 84,0 +0,6 90,0 #5,1 66,2 £0,3 98,411
30 min 30 69,0 £7,1 60,5 2,1 70,0 5,7 75,5 0,7 79,0 £1,4
60 65,5 £3,5 65,5 £3,5 90,5 £3,5 82,5 10,7 58,0+£1,4
90 71,5 16,4 90,0 £5,7 93,535 85,5 14,8 60,54 .9
180 74,0 £7,1 89,5435 76,5 7,8 85,0 19,9 62,044 ,2

40 min 30 79,014 92,5+7,8 102,0 £8,5 84,5 £33,2 845+12,0
60 66,0 £9,9 72,0 £2,8 83,014 69,0 £7,1 48,0 18,5
90 75,0 £14,1 77,0 £2,8 87,5+2,1 113,0 £2,8 71,0 £4,2
180 75,0 £4,2 94,0 +0,0 113,5 +9,2 111,549 76,5 0,7
50 min 30 74,5 £0,7 81,5 19,2 86,5 +3,5 105,014 76,0 5,7
60 87,5135 86,5 0,7 84,0 +2,8 116,5 £0,7 84,045,7
90 74,0 £11,3 107,5 +#4,9 126,0 +0,0 119,014 87,0 +1,4
180 96,5 6,4 104,0 £11,3 112,0 5,7 109,5+2,1 85,5 +3,5
60 min 30 75,0 £2,8 84,0 £8,5 98,5 2,1 140,0 £21,2 85,5149
60 87,5 £27,6 88,0 £7,1 88,5 4,9 123,0 £14,1 95,0 +2,8
90 87,535 110,0 £7,1 118,5 9,2 1440 £1,4 86,0 0,0

180 86,0 +4,2 104,0 +4,2 114,0+2,8 118,0 8,5 85,5 0,7
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Tabela Ill - Resultados dos taninos totais, emdomdo solvente, tempo e temperatura
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ml

100% Agua 75% Agua 50% Agua 25% Agua 100% Etanol

mg EAT/L mg EAT/L mg EAT/L mg EAT/L mg EAT/L

TC 25 min 30 0,14 +0,00 0,16 +0,00 0,16 +0,00 0,06 +0,00 0,17 0,00
60 0,14 +0,00 0,16 +0,01 0,17 +0,00 0,06 +0,01 0,16 0,00

90 0,14 +0,01 0,18 +0,00 0,18 +0,00 0,06 +0,00 0,19 +0,02

180 0,17 0,02 0,18 +0,00 0,20 +0,01 0,10 0,01 0,11 40,02

30 min 30 0,14 0,01 0,16 +0,00 0,18 0,01 0,18 +0,00 0,06 0,00
60 0,15 #0,02 0,16 +0,00 0,18 £0,00 0,17 +0,00 0,07 0,00

90 0,15 #0,01 0,19 0,01 0,21 #0,02 0,20 +0,03 0,06 0,00

180 0,24 £0,03 0,20 #0,01 0,23 0,01 0,28 +0,00 0,07 £0,01

40 min 30 0,18 +0,00 0,24 +0,01 0,26 +0,00 0,23 +0,03 0,06 0,00
60 0,20 +0,02 0,24 +0,03 0,43 +0,06 0,25 +0,03 0,07 0,00

90 0,22 0,01 0,22 +0,03 0,27 +0,03 0,29 +0,02 0,07 0,01

180 0,19 0,01 0,24 0,01 0,26 +0,03 0,26 0,01 0,07 0,00

50 min 30 0,16 0,01 0,33 0,02 0,30 £0,04 0,33 +0,00 0,07 0,00
60 0,26 +0,03 0,41 0,01 0,38 £0,05 0,36 +0,04 0,08 0,00

90 0,27 +0,04 0,40 £0,01 0,40 £0,04 0,37 0,04 0,09 0,00

180 0,36 +0,04 0,38 0,01 0,38 +0,04 0,35 +0,02 0,08 +0,00

60 min 30 0,25 +0,03 0,28 +0,04 0,26 +0,03 0,31 +0,03 0,08 0,01
60 0,19 +0,02 0,26 +0,03 0,33 +0,03 0,30 +0,04 0,08 +0,00

90 0,19 #0,02 0,32 0,03 0,28 0,01 0,35 #0,01 0,09 0,00

180 0,20 #0,03 0,33 0,02 0,43 #0,02 0,37 #0,05 0,08 +0,00
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Tabela IV - Resultados da atividade anti-radice¢artra o DPPHe, em func¢éo do solvente, tempo e¢estipra
ml
100% Agua 75% Agua 50% Agua 25% Agua 100% Etanol
mg ET/L mg ET/L mg ET/L mg ET/L mg ET/L
T°C 25 Min 30 279,0 £84,9 270,5+101,1 239,0 +0,0 228,554 4 250,5 77,1
60 229,0 +18,4 239,0 +60,8 300,5 +58,7 257,5+34,6 362,0 £52,3
90 256,0 19,8 263,0+42,4 284,5 64,3 273,0+60,8 273,0 60,8
180 384,5 68,6 303,5 £139,3 210,5+101,1 216,0 £89,1 173,5 +16,3
30 Min 30 353,0 +48,1 202,0 +60,8 266,0 +26,9 230,5+101,1 279,0 +76,4
60 300,5 £26,2 2715219 343,0 £9,9 416,0 #4,2 288,5 87,0
90 250,0 60,8 275,0+42,4 243,0 +14,1 324,5 36,1 317,5 26,2
180 206,0 £14,1 193,0 93,3 243,0 +46,7 380,0 +9,9 327,5 +16,3
40 min 30 249,0 £50,9 381,5+105,4 313,0£32,5 365,0 +28,3 289,0 +18,4
60 262,0 28,3 219,0 36,8 326,0 +5,7 369,0 +14,1 202,0 £32,5
90 314,5 £123,7 274,5 26,2 257,5 58,7 357,5+91,2 336,0 +12,7
180 257,5+219 234,5 26,2 280,5 34,6 370,0 +4,2 250,5+101,1
50 min 30 309,0 £50,9 266,0 £1,4 245,0 +28,3 371,5 +58,7 273,0 £36,8
60 252,0 +14,1 212,0+9,9 219,0 +0,0 384,5 +36,1 233,0+76,4
90 193,0 +60,8 152,0 £123,0 197,5 +10,6 238,5+16,3 222,0 £108,9
180 136,0 £72,1 127,5 +105,4 140,0 £70,7 267,5 £72,8 209,0 £123,0
60 min 30 69,0 +14,1 121,5 +36,1 354,5 74,2 294521 250,5+72,8
60 130,0 60,8 51,5 26,2 253,0+76,4 313,0+19,8 206,0 +26,9
90 120,0 £99,0 130,5+101,1 251,5+78,5 331,5+34,6 239,0 56,6
180 221,5+36,1 167,0 £141,4 212,0 66,5 271,5 26,2 246,0 +168,3
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Tabela V - Resultados do poder redutor, FRAP, em&a do solvente, tempo e temperatura
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ml
100% Agua 75% Agua 50% Agua 25% Agua 100% Etanol
mg ESF/L mg ESF/L mg ESF/L mg ESF/L mg ESF/L
TC 25 min 30 809,8 7,1 856,2 75,0 1199,0 +260,7 370,5 67,9 824,0 35,7
60 1 074,0 +£164,3 1199,0 +60,7 1463,3 £189,3 763,3 £110,7 1031,2 +92,9
90 1156,2 +53,6 1191,9 +67,9 1213,3 £25,0 263,3 39,3 909,8 +42,9
180 1224,0 #157,1 1 256,2 +146,4 1477,6 £125,0 320,5 +46,4 1 013,3 +53,6
30 min 30 1 059,8 50,0 1131,2+7,1 1270,5 ¥110,7 9455 +221,4 316,9 57,1
60 952,6 7,1 1274,0 £57,1 1281,2 50,0 966,9 £71,4 238,3 21,4
90 970,5 25,0 1170,5 46,4 1338,3 £78,6 609,8 £171,4 338,3+71,4
180 906,2 ¥153,6 1309,8 £57,1 1449,0 £110,7 1109,8 £171,4 416,9 £85,7
40 min 30 856,2 +39,3 1277,6 +139,3 1499,0 £175,0 995,5 +35,7 370,5 53,6
60 1263,3 +89,3 1224,0 +50,0 1791,9 89,3 1231,2 #57,1 241,9 17,9
90 870,5 +110,7 1216,9 50,0 1313,3+17,9 1077,6 +210,7 281,2 ¥21,4
180 1 024,0 £207,1 12705 £32,1 1470,5 46,4 945,5 £14,3 316,9 +42,9
50 min 30 1316,9 £57,1 1 059,8 £28,6 1227,6 ¥132,1 9455 £71,4 552,6 64,3
60 1 474,0 £300,0 1177,6 +46,4 1274,0 +#42,9 1174,0 £164,3 738,3 +42,9
90 1213,3+132,1 1641,9 +203,6 1734,8 £25,0 924,0 +121,4 220,5 £17,9
180 1184,8 +239,3 1313,3 +60,7 1441,9#32,1 1038,3 +35,7 220,5 10,7
60 min 30 1152,6 92,9 1 006,2 +25,0 1474,0 +42,9 1474,0 +42,9 356,2 39,3
60 913,3 £25,0 1384,8 +25,0 1424,0 +78,6 749,0 £75,0 316,9 #85,7
90 1 352,6 £50,0 1474,0 85,7 1 656,2 £303,6 749,0 £75,0 706,2 89,3
180 1 363,3 £246,4 1556,2 +60,7 1431,2 ¥14,3 1209,8 +64,3 559,8 ¥150,0
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Fonte de Variacdo mg ET/L mgESF/L mgEEC/L mgEAT/ L mgEAG/L
Temperatura 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Tempo 0,927 0,003 0,000 0,000 0,000
Solvente 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Temperatura * Solvente 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000
Tempo * Solvente 0,111 0,380 0,034 0,001 0,002
Temperatura * Tempo 0,023 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela VII: Efeito das condigbes de extracéo n@eotmacdo de compostos bioativos em extratos @edegbrata.

mg ET/L mg ESF/L mg EEC/L mg EAT/L mg EAG/L
Solvente 41006 Agua 2454 (+73,7)° 1106,9 (+236,3)° 75,3 (£11,4)° 0,20 (+0,06" 207,4 (+30,5)"
75% Agua 239,3 (£75,9)" 1249,6 (+194,7)° 87,9 (+12,7)° 0,25 (+0,08)° 245,4 (£30,3)°
50% Agua 257,8 (+61,0)° 14215 (+207,1)2 94,6 (+15,5)* 0,27 (+0,09)? 267,0 (¢35,2)%
25% Agua 315,5 (+69,5)° 893,9 (+312,2)" 97,8 (+25,9)° 0,24 (x0,11)° 257,8 (+26,2)"
100% Etanol 274,3 (#59,5)" 498,5 (+278,9)° 79,0 (13,6)° 0,09 (x0,04)° 109,8 (+16,0)°
Tegrz%?tu 25 264,1 (+69,1)*" 980,8 (+361,0)" 78,7 (£12,1)°° 0,14 (0,04)° 177,7 (¢53,7)°
30 288,4 (+65,0)° 952,8 (+382,1)" 76,1 (+11,9)° 0,16 (+0,06)° 210,5 (#55,1)°
40 2955 (+62,3)% 1026,9 (+437,9)*" 83,7 (+18,1)° 0,21 (+0,09)° 224,6 (+63,7)"
50 251,2 (65,1)" 1093,7 (+420,8)% 95,2 (+16,2)? 0,29 (+0,12)? 237,5 (+63,8)%
60 233,1 (£84,9)° 1116,2 (+409,7)% 100,9 (+20,7)* 0,25 (20,10)° 237,2 (+66,4)%
Tempo 30 270,0 (¢83,2) 955,9 (+352,8)" 82,2 (+17,6)° 0,19 (+0,09)° 202,8 (+60,8)°
(min)
60 268,4 (+78,6) 1064,9 (+398,1)* 82,6 (+16,8)" 0,21 (+0,11)° 219,2 (+62,9)"
920 263,7 (55,3) 1042,3 (+445,3)*" 92,0 (+20,8)* 0,22 (+0,10)*" 222,6 (+66,5)*"
180 263,6 (£73,2) 1073,2 (+416,1)% 90,8 (+17,5)* 0,23 (+0,11)? 225,4 (+65,7)%

a,b,c,d,e - grupos homogéneos de acordo com o teste de Tuckey, a 95 % de confiancga.



