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Introducéo

O café foi cultivado pela primeira vez entre os séculos V e VIII. Pertence a familia
Rubiaceae e faz parte da familia Coffea, subfamilia Cinchonoidae (Mustafa et al., 2022) que
inclui mais de 124 espécies conhecidas (Gunning et al., 2018). Entre elas, as espécies de maior
valor comercial incluem a Coffea arabica L. e Coffea canéfora Pierre ex A.Froehner
(Wermelinger et al., 2011) comumente referidas como Arabica e Robusta, respectivamente.

A bebida consiste em mais de 1000 compostos volateis e ndo volateis que sao
responsaveis pelo sabor e aroma (Santanatoglia et al., 2023). Destes, a cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) € o composto mais abundante e mais estudado, conhecido pelo efeito
estimulante do sistema nervoso central (Bae et al., 2014). Entre os compostos responsaveis por
conferir sabor e aroma a bebida do café vale destacar acidos carboxilicos, acidos organicos
(AOs) e acidos clorogénicos (ACGs). Segundo Yeager et al. (2021) exitem cerca de 38 AOs
diferentes descritos pela literatura, dos quais sdo responsaveis por conferir a acidez percebida
na bebida (Bressani et al., 2020).

A cadeia produtiva do café gera em seu processo uma quantidade de residuo
denominado borra. Convém ressaltar que, apenas no ano de 2005, o Brasil, sendo maior
produtor mundial de café, produziu cerca de 6 milhdes de toneladas do residuo borra de café
(RBC) (Takimoto et al., 2005). Em média, para cada tonelada de café verde produzido, obtém-
se 480 kg de borra, e nesse residuo ha cerca de 20% de 6leos (Lago; Freitas, 2006).

Existe grande variedade de metodologias que objetivam a extracdo de substancias
bioativas, dentre as mais comuns vale destacas a extracdo por Soxhlet, extragcdo solido-liquido
e extracdo liquido-liquido (Kaur et al., 2017), essas técnicas convencionais de extracdo fazem
uso de solventes tais quais: hexano, metanol, cloroférmio e diclorometano (Gallego et al., 2018)
que apresentam riscos severos a saude humana e ao meio ambiente. Nesse sentido, a extracdo
verde preconiza eliminar substancias toxicas na recuperacdo de compostos bioativos de
interesse, reduzindo o consumo de energia e promovendo o uso de solventes alternativos
garantindo a qualidade e seguranca e eficiéncia dos processos de extra¢do (Chemat et al., 2012).

Véarios métodos analiticos tém sido propostos para a caracterizacdo, identificacdo e
quantificacéo de acidos clorogénicos e cafeina em amostras de café. Os métodos mais utilizados
foram HPLC-DAD (Bicho et al., 2011; Monteiro; Farah, 2012; Caprioli et al., 2013) e LC-MS
(Perrone et al., 2008). Outras técnicas como UV-Vis e HPLC-DAD com permeagdo em gel
foram relatadas como técnicas eficientes para determinacdo simultanea de cafeina e acidos
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clorogénicos (Wale et al., 2024). Contudo, o0 HPLC-DAD de fase reversa é mais rapido e
seletivo quando comparado ao método UV-Vis e relativamente barato quando comparado ao
LC-MS.

Portanto, o objetivo desse estudo foi determinar cafeina, acido clorogénico e teor de
fenolicos totais no residuo borra de café, bem como otimizar os processos de extracéo assistida
por ultrassom de substancias bioativas usando metodologia de superficie de resposta no
planejamento experimental.

Material e Métodos

Preparo da amostra: As amostras de borra de café (Coffea arabica) utilizadas foram
cedidas pela cafeteria Rei do Mate®. O RBC foi seco em estufa a 50°C até 5% de umidade para
evitar deterioracdo microbiana (Silva et al., 2022).

Planejamento de misturas (PM): O PM foi realizado para avaliar a influéncia das
proporcOes de uma mistura ternaria de solventes ambientalmente sustentaveis (acetona, etanol
e 4gua) na extracao de bioativos do RBC. Os experimentos foram realizados com trés replicatas
do ponto central e de forma randomizada. A analise estatistica foi conduzida usando o software
Design-Expert 13.0.5.0, considerando o teor de cafeina como resposta independente em uma
analise e, em outra, uma resposta multipla modelada matematicamente que combinou os teores
dede ACG e TFT.

Extracdo assistida por ultrassom (EAU): A EAU do ACG e cafeina foi realizada usando
ultrassom (Elmasonic P, Elma, EUA) equipado com um bal&o de fundo chato de 125 mL e
condensador sob refluxo constante, com razdo 1:35 de RBC e solvente extrator. A EAU foi
realizada em banho ultrassonico por 30 minutos (50°C, 80 W e 37 Hz). Os extratos foram
filtrados, secos em estufa a 45°C até evaporacao completa do solvente e peso constante.

Preparo para analise no HPLC-DAD: 10 mg do extrato seco foram dissolvidos em 1
mL de metanol:agua (8:2 v/v) em tubos Falcon, submetidos a banho ultrassénico (80 W, 37 Hz)
por 10 minutos, centrifugados (Rotofix 32A, Hettich, Alemanha) a 4.000 rpm por 20 minutos.
O sobrenadante foi filtrado e injetado no HPLC-DAD.

Preparo dos padrdes para andlise no HPLC-DAD: Para quantificacdo de cafeina e
ACG, foram preparados seis padrdes para cada analito a partir de uma solucéo estoque de 2000
mg/L. As concentragdes dos padrdes foram: 1000, 300, 75, 15 e 5 mg/L para ACG e 1000, 750,
500, 250 e 100 mg/L para cafeina. As solucBes foram preparadas com metanol-agua (8:2 v/v)
e analisadas em triplicata no HPLC-DAD.

Analise por HPLC-DAD: As analises foram realizadas no sistema Shimadzu
Prominence com volume de inje¢édo de 20 pL, usando coluna VertiSep GES C18 (150 mm x
4,6 mm x 5 um) (Vertical, Mildo, Italia). A eluicdo foi em modo gradiente com acido acético
1% (v/v) e metanol grau HPLC, fluxo de 0,5 mL/min e deteccdo a 273 nm para cafeina e 327
nm para ACG.

Analise de teor de fendlicos totais (TFT): A determinagdo de TFT presente nas amostras
dos extratos obtidos no PM foi realizado utilizando o método de Folin-Ciocalteu com
adaptacdes segundo Moreira et al. (2020). Os resultados foram expressos em miligrama
equivalente de &cido galico por grama de extrato (mgEAG/Q).

Resultados e Discussao
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Na Figura 1, apresentamos o cromatograma de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC-DAD) do extrato do residuo borra do café extraido com solvente ternario
composto pelos seguintes componentes: A-Acetona, B-Etanol e C-Agua. A analise minuciosa
dos componentes presentes no extrato possibilitou a identificacdo de substancia majoritarias,
das quais estéo presentes acido clorogénico (ACG) e cafeina, com os picos correspondentes em
19,294 e 20,864 min, respectivamente, identificados por comparagdo com padrdes.
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Figura 1. Cromatograma obtido por HPLC-DAD do extrato do RBC.

O método estudado utilizou da regressdo linear descrita na tabela 2 para quantificar
acido clorogénico e cafeina.

Tabela 2. Regressdo de determinacdo dos compostos do residuo borra do café.
Faixa da concentragdo

Compostos (mg/L) Equacao da regressao R? LQ LD
Cafeina 100-1000 y = 71523x + 6° 0,9988 41,1 124,5
Acido clorogénico 5-1000 y = 92627 + 28 0,9986 33,5 60,2

2 RZ coeficiente de determinacéo; ® LQ: (limite de quantificagdo = 10 x relagéo sinal-ruido (S/R) ¢ LD: (limite de
deteccdo) = 3 x relacdo sinal-ruido (S/R)

Solventes polares como acetona, etanol e dgua sdo eficazes para extrair compostos
polares como o &cido clorogénico, que possui grupos funcionais hidrofilicos (Luo et al., 2023).
Solventes polares podem promover a dissolucdo do &cido clorogénico e garantir extragdo
eficiente, enquanto o ultrassom promove o rompimento da parede celular, liberando esses
compostos no meio (Petchsolmrit et al., 2022). Portanto, a combinacéo de solventes polares
pode ser usada para otimizar a extracdo de uma gama mais ampla de substancias.

Para avaliar a capacidade extratora da mistura de acetona, etanol e agua, utilizou-se a
metodologia de superficie de resposta (MSR), considerando o teor de cafeina como resposta
independente em uma analise e, em outra, uma resposta multipla modelada matematicamente
que combinou os teores dede ACG e TFT. A analise dos dados revelou que o modelo quadréatico
especial quartico foi o mais adequado, com base no valor de p (p = 0,0476), que indica
significancia estatistica do modelo ao nivel de 95% de confianca. O coeficiente de determinacao
(R?) de 0,9826 demonstra que o modelo é capaz de explicar 98,26% da variacdo nos dados
observados, indicando um excelente ajuste do modelo aos dados experimentais. O R? ajustado
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de 0,9361 reforca a qualidade do ajuste. Esses dados em conjunto sugerem que 0 modelo
matematico é robusto em termos de ajuste e eficiente em prever as respostas dentro do intervalo
estudado. A precisdo adequada mede a relagéo sinal-ruido, uma relagcdo maior que 4 é desejavel
(Miller; Miller, 2010). O valor de precisdo adequado do modelo foi de 11,4 indicando uma
discriminacdo adequada do modelo e que podemos usa-lo para navegar no espaco do PM. O
desvio padrao foi de 4,35 indicando um bom grau de dispersdo do conjunto de dados.

O PM foi realizado para otimizar a melhor proporcao dos trés solventes usados (A-
Acetona, B-Etanol e C-Agua). A equacdo 1 correlaciona essas trés variaveis e a resposta
analitica, nessa equacdo s6 foi mostrada as variaveis significativas.

Eq.1:y=+855A+9,65B+48,95C + 67,82 AC + 62,42 BC + 1571,78 A’BC -1416,22 ABC?

Os Fatores de Inflacdo de Variancia (VIF) medem o quanto a variancia dos coeficientes
do modelo aumenta devido a falta de ortogonalidade no design. Como regra geral VIFs abaixo
de 10 ndo sdo motivo de preocupacdo (Rawlings et al., 1998). Todos os VIFs do modelo foram
menores que 10 (2,32 a 6,42). O impacto do componente C é maior no méetodo empregado,
seguido de A e B. As interagfes entre componentes como AC e BC também tém um efeito
significativamente positivo no processo de extracdo. Os termos quadraticos e complexos
mostram interagGes mais significativas, como A?BC tendo um efeito muito grande e positivo,
enquanto ABC? tem um efeito consideravelmente negativo.

MSR via PM é um método experimental eficiente para determinar a composicao ideal
dos solventes usados em um processo de extracdo. A partir da equacdo de regressédo (Eq. 1) e
da anéalise das superficies de respostas foi possivel obter a mistura ideal dos solventes que
maximiza o processo de extragdo dos bioativos de interesse.

Para verificar o modelo matematico previsto pelo software, foi realizado um
experimento de verificacdo no qual a extragéo foi realizada sob a mistura ideal de solventes (n
= 3). Os valores experimentais determinados foram 51,30 + 0,07 mg/g de cafeina, 57,10 + 0,04
mg/g de acido clorogénico e 15,20 + 0,03 mg EAG/g de fendlicos totais, consistentes com o
valor previsto pelo modelo matematico. Ndo houve diferenca significativa entre os valores das
respostas analiticas obtidas sob a condicdo 6tima e aqueles indicados por predicdo do modelo
(p < 0,05), levando em consideracéo os intervalos de confianca.

Empregando o procedimento de Rossi e Singleton (1965), que consiste na extragdo de
6leo da borra de café com Soxhlet e solvente hexano, Magalhdes et al. (2022) obtiveram um
resultado de 0,1877 mg EAG/g para o teor de fendlicos totais, valor considerado muito baixo.
O estudo de Mussato et al. (2011) empregou metanol e etanol para a obtencdo de extratos da
borra de café, foi relatado o valor de 16,0 mg EAG/g de extrato, estando valores muito préximos
daqueles obtidos nesse trabalho.

Palomino Garcia e Del Bianchi (2015) avaliaram a capacidade antioxidante de residuos
de café. Os autores prepararam 0s extratos acetonicos da borra de café utilizando solucéo
acetona/agua 80:20 (v/v) e obtiveram um teor de fendlicos totais de 70,25 mg EAG/g de
residuo, um valor muito superior aqueles ja relatados na literatura. Os autores ndo detectaram,
acido clorogénico nas amostras; portanto a capacidade redutora parece estar associada a
presenca de cafeina e trigonelina (Esquivel; Jimenez, 2012).
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A presenca desses compostos organicos € relatada na literatura para gréos de café. A
concentra¢do encontrada por (Desai et al., 2020) sugere que a borra do café mantém uma
quantidade considerada do &cido clorogénico, conhecido pelas propriedades antioxidantes. A
cafeina foi detectada por Clifford (1999) em uma concentracdo de 20-675 mg, dependendo da
espécie de café e das condicGes de processamento, refletindo o quanto do composto foi extraido
durante o preparo. Esses niveis sao superiores aos encontrados na borra do café (Mussato et al.
(2011). A presenca desses compostos sugere que a borra do café pode ter aplicacdes potenciais,
tanto em termos de reaproveitamento para beneficios antioxidantes quanto na utilizacao de suas
propriedades estimulantes. No entanto, variagdes na concentracdo podem ocorrer dependendo
de fatores como o preparo e a origem dos gréos, 0 que merece uma investigacao adicional para
um entendimento mais aprofundado.

Conclusdes

A extracdo sélido-liquido usando o sistema ternario de solventes acetona:etanol:metanol
foi um método eficiente para extrair compostos fenélicos antioxidantes do residuo borra do café
usado. A extracdo de fenolicos totais, acidos clorogénico e cafeina foram afetados pela
concentracdo da mistura. O valor maximo de fenolicos totais extraidos foi de 15,20 mg EAG/g
de extrato nas condicdes 6timas de extracdo, bem como 57,20 mg/g de acido clorogénico e
51,30 mg/g de cafeina. Vale enfatizar o valor ambiental de utilizar solventes menos poluentes
na obtencdo de compostos fendlicos de produtos naturais, sendo mais recomendadas para
aplicacdo na industria alimenticia e farmacéutica. A extracéo assistida por ultrassom mostrou-
se adequada a extracdo dos compostos fendlicos do residuo borra do café, sendo mais rapida e
econémica. O uso do solvente organico diluido em agua foi atil para estabelecer a quantidade
méaxima de compostos fendlicos que estava presente no residuo da borra do café, e também para
verificar a possibilidade de obter extratos ricos em compostos fendlicos antioxidantes desse
residuo agroindustrial.
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