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Resumo. Alcaloides, compostos fenolicos e éacidos hidroxicinamicos sdo componentes que
caracterizam o gréo de café verde. Estes compostos apresentam beneficios a satde, como a atividade
antioxidante. Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento e elaboracdo do protocolo de
andalise do método de determinacdo da atividade antioxidante pelo sequestro de radicais livres
(DPPH) e a determinacdo da atividade antioxidante de graos de café verde in natura e recobertos
com o polimero Eudragit® L100 seguindo um planejamento fatorial 22 com trés pontos centrais, no
qual as variaveis estudadas foram a temperatura do ar de entrada e a vazdo da suspensdo de
recobrimento. A atividade antioxidante dos gréos de café verde sem recobrimento foi de 11.018 umol
TE-g matéria seca e das particulas recobertas com Eudragit® L100, influenciada significativamente
pela temperatura do ar e vazdo de alimentacdo da suspensao de recobrimento, variou de 3.988 a
9.015 umol TE-g "t matéria seca.

Introducao

Uma das principais alteracfes patoldgicas no corpo humano esté relacionada ao acimulo
excessivo de produtos de reacdo de oxigénio e nitrogénio em fluidos corporais, incluindo radicais
livres (Yashin et al., 2013). Os radicais livres sdo formados nas células a partir do processo
respiratério e diversas outras reacGes oxidativas pelo desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes chamado de estresse oxidativo, o qual implica em danos oxidativos nas paredes de vasos
sanguineos, moléculas de proteinas, DNA, carboidratos e lipideos (Silva et al., 2010). A cronicidade
do estresse oxidativo é relevante para a causa de enfermidades como cancer, doencas
cardiovasculares, transtornos neurodegenerativos, diabetes e envelhecimento precoce (Yashin et al.,
2013; Barbosa et al., 2010; Santos et al., 2021).

O uso de antioxidantes naturais, principalmente os extraidos de plantas, com o objetivo de
retardar ou mesmo interromper as reacdes em cadeia causadas pelos radicais livres nas biomoléculas,
tém motivado novas pesquisas, uma vez que os antioxidantes sintéticos tém tido seu uso questionado
pelo consumidor critico e atento aos impactos do processamento, as questdes ambientais associadas
aos alimentos e a influéncia na sua saude (Vieira, 2015; Costa, 2012; Santos et al., 2021; Siddeeg et
al., 2020).

A atividade antioxidante pode ser determinada por diferentes métodos como DPPH, ABTS,
FRAP, Folin-Ciocalteu e ORAC, utilizados para determinar a capacidade antioxidante in vitro
(Sucupira et al., 2012). De acordo com Brand-William et al. (1995), a determinacdo pelo método
DPPH, consiste na capacidade de compostos ou extratos em capturar o radical DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl), em solugdo de metanol. No qual a atividade antioxidante € a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPH, observada pela diminuigéo da
absorbancia (515 nm) e os resultados sédo expressos em mmol ou umol de Trolox equivalente
(TE)-g ! amostra (Montenegro et al., 2021, Tripetch et al., 2019, Pinheiro et al., 2020).

O método DPPH foi utilizado por Pinheiro et al. (2020), que determinaram a capacidade
antioxidante do extrato alcoolico da flor do café Arabica desidratada igual a 13,7 umol-TE g~! flor de
café, por Kuskoski et al. (2005), que obtiveram atividade antioxidante da polpa de acerola congelada
de 53,2 umol-TE g ! amostra e por Tonon et al. (2010), que avaliaram a atividade antioxidante do
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suco de agai seco por atomizacdo alterando o agente carregador, o resultado foi de 1.165,84 pumol-TE
g base seca utilizando maltodextrina 10 DE.

Palmieri et al. (2018) determinaram, pelo método DPPH em solucdo de 80 % etanol, a
atividade antioxidante do extrato do café verde Arébica fermentado por 24 h e do &cido clorogénico
(ACG) presente no extrato. Os resultados, apresentados pelas concentragdes minimas para reduzir
50 % da absorbéncia do DPPH, foram iguais a 39,42 e 13,05 ug- mL?, respectivamente.

O método ABTS (2,2 Azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonate)), proposto por Miller e
Rice-Evans (1993), é baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS+, causando
uma diminuicdo na absorbancia, que pode ser expressa em relacéo ao Trolox. O ABTS+ é um produto
colorido que pode ser medido em um espectrofotdometro em 600-750 nm (Huang et al., 2005). O
potencial de eliminacdo dos radicais ABTS sdo avaliados por meio da curva padrao (Siddeeg et al.,
2020). Este método pode ser utilizado tanto para amostras hidrossoltveis quanto lipossoluveis, sendo
utilizada em frutos como acerola, goiaba e maracuja (Sucupira et al., 2012).

Segundo Benzie et al. (1996), o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-
se na reducdo do Fe (I11) para Fe (I1) em meio &cido. A solucdo de FRAP é preparada pela diluicdo
de uma solugéo aquosa de TPTZ (2,4,6- Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina) e FeCls, em solucdo tampé&o
acetato (pH 3,6). Sulfato ferroso é utilizado na curva padréo que representa o Fe (1), formado devido
a atividade antioxidante e o0s resultados sd0 expressos em umol de sulfato ferroso
(FeSO4)- g ! amostra.

Outro método espectrofotométrico faz uso do reagente Folin-Ciocalteu, geralmente usado
para medir compostos fenolicos totais (Montenegro et al. 2021), tendo como principio medir o poder
redutor em extratos vegetais. A composi¢do quimica deste reagente inclui o &cido fosfotungstico
(H3PW12040) € 0 acido fosfomolibdico (HsPM012040), que sdo reduzidos a partir dos extratos ou
substancias testadas, formando o 6xido de tungsténio (WgO23) e 6xido de molibdénio (MogO23) que
séo detectaveis a 760 nm (Pires et al., 2017).

O método de capacidade de absorcdo dos radicais de oxigénio, ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), utilizado em matrizes alimenticias, consiste na capacidade de inibicdo da
oxidagdo dos radicais peroxila. Este radical reage com composto fluorescente, diminuindo a
fluorescéncia, entdo o antioxidante atua inibindo o decréscimo da fluorescéncia. O calculo €
determinado pela area formada abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia da amostra no tempo,
quando comparada ao branco (Ou et al., 2001, Reis, 2016).

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2017), o café
ocupa a 5° posicdo entre os produtos mais exportados pelo agronegécio brasileiro. O Brasil € o
terceiro maior consumidor de café, tendo em 2020 consumido 21,2 milhGes de sacas de 60 kg (ABIC,
2020) e é o maior produtor mundial, contribuindo com 35 % da producéo global (ICO, 2020). Sua
bebida é uma das mais populares e consumidas no mundo, sendo que em 2019/2020 o consumo global
foi de 10 milhdes de toneladas de café (Internacional Coffee Organization, 2020). Além da bebida,
outras formas de consumo tém sido avaliadas, como o uso de subprodutos do processamento do gréo,
como a casca, a polpa, a pelicula prateada, que ¢ uma camada fina presa ao grao, e o descarte da
planta do café (Santos et al., 2021; Stabile et al., 2020).

O café verde é o grdo que nao foi torrado, passou apenas pelos processos de secagem e
descascamento. Sua obtencdo ocorre por via seca, tecnologicamente mais simples e com menor custo,
no qual as cerejas do café sdo secas, sob 0 sol ou em fornos e descascadas. Ou por via imida, na qual
o café apos a colheita é submerso em agua, a pele e a polpa sdo removidas e é entdo fermentado,
lavado, seco e descascado, sua principal vantagem é a obtencdo de um café de maior qualidade, mais
aromatico com menor acidez, e de produtos como o pergaminho e a pelicula prateada, porém é um
processo mais complexo e de maior impacto ao meio ambiente pelo alto consumo de agua (IJERT,
2014; Santos et al., 2021) (Figura 1).

O gréo contém diversos componentes como glicidios, proteinas, lipideos, minerais, porém os
componentes que mais caracterizam o café sdo os alcaloides (cafeina e trionelina), os compostos
fendlicos (ACGs) e os &cidos hidroxicinamicos (Farinhoto, 2012). A Tabela 1 mostra a composi¢éo
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média do café verde, considerando duas espécies, Arabica e Robusta (Farinhoto, 2012, Moreira, 2013
e Zhu et al., 2020).

Figura 1 - Processamento do café por vias seca e tmida
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2021)

Tabela 1 - Composicédo do café verde no Brasil, espécies Arabica e Robusta

Constituintes Arabica” Robusta” Arabica™
Cafeina? 09-1,2 16-24 -
Trigonelina? 1,0-1,2 0,6 -0,75 -
Proteina? 11,0-13,0 11,0-13,0 14,34-15,98
Acidos?

Clorogénicos totais 55-8,0 7,0-10,0 -

Alifaticos 1,5-2,0 1,5-2,0 -

Quinico - - -
Lipidos totais? 12,0-18,0 9,0-130 12,88-14,86
Minerais? 3,0-4,2 40-45 -
Oligossacarideos? 6,0-8,0 50-7,0 -
Polissacarideos? 50,0 - 55,0 37,0-47,0 -
Sacarose? - - 8,06 — 8,99
Fendlicos totais® - - 37,56 — 43,85
Umidade® - - 8,565-9,17

39-100 g* base seca; ® mg GAE-g™* grdo de café verde; g-100 g grdo de café verde.
Fonte: adaptado de "Moreira, 2013, ““Zhu et al., 2021.

Entre os compostos presentes no café verde, destacam-se os compostos fendlicos, mais
especificamente os ACGs, compostos de elevada concentracdo nos graos (Palmieri et al., 2018). Os
ACGs atuam como anti-inflamatério, antiobesidade, hepato-protetoras, anti-hipertensivas
(Montenegro et al., 2020), diminuem o risco para diabete Mellitus tipo 2 (Ong et al., 2012) e para
doencas de Parkinson e Alzheimer (Zhu et al., 2021).
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Segundo Moreira (2013), os valores de ACG no café verde variam de 5,5 a 8,0 g- 100 g™* de
grdo cru no Arabica e 7,0 a 10,0 g- 100 g* de grdo cru no Robusta. Macheiner et al. (2019)
determinaram a quantidade de ACG no pd de grdo de café Arabica, que variou entre 5,72 a
8,03 g- 100 g "* de pd de gréo de café verde. O ACG apresenta atividade antioxidante, assim como o
acido hidroxicinamico, porém durante a torrefacdo o ACG é degradado em compostos volateis, cido
cafeico, acido quinico e transformado em lactonas de acido clorogénico, apresentando perda de
aproximadamente 60 % (Macheiner et al., 2019, Montenegro et al. 2021, Moreira et al., 2000, Zain
etal., 2017).

O extrato do café verde apresentou maior beneficio nutricional em relagéo a ingestdo de uma
xicara de café verde, por ser mais concentrado e ter polifendis e polissacarideos antes retidos no gréo
(Desai, 2020). Possui potencial inibidor da absorcdo de gordura e é um supressor eficaz do seu
metabolismo no figado, apresenta também efeitos anti-hipertensivo (Vieira, 2015). Palmieri et al.
(2018) determinaram a concentracdo de ACG no extrato de café verde Arabica ndo fermentado de
75,41 pg- mlt; em 24 h de fermentacéo, o fungo (A. oryzae) consome substratos como a sacarose e a
glicose, e o teor de ACG aumentou para 199,53 pg- ml. Apds este periodo, foi verificado que o teor
de ACG decaiu para 6,30 pg- ml?, em 48 h, devido a degradagio por enzimas formadas durante a
fermentacéo.

Motenegro et al. (2021) estudaram a atividade antioxidante durante o processo de torra do
café verde por diferentes métodos, sendo um deles o0 método DPPH. Os extratos (1 g de café moido :
8 ml de solvente) foram obtidos com solucgdes aquosa e 50 % de etanol com auxilio de micro-ondas.
Verificaram que em solucgdo de 50 % etanol (EE), o café verde e o café torrado por 12 min a 230 °C,
apresentaram valores proximos, 10.770 e 10.620 umol TE- g EE, respectivamente. Para os cafés
verde torrados por 14 min a 240 °C e torrado por 15 min a 245 °C, ocorreu diminuicdo significativa
da atividade antioxidante, 5.130 e 3.380 umol TE- g EE respectivamente, concluindo que o ACG
foi degradado na torrefacéo.

Os ACGs sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal inferior (Ong et al., 2012). Sua
comercializacdo pelas industrias farmacéuticas e alimenticias enfrenta limitacGes referente a
degradacbes térmica e pelo fluido gastrico. Sendo assim, 0s processos de encapsulacdo e
recobrimento sao alternativas para manter sua estabilidade (Nedovic et al., 2011).

Os objetivos deste projeto de iniciacdo cientifica foram o desenvolvimento e elaboragdo do
protocolo de analise do método de determinacdo da atividade antioxidante pelo sequestro de radicais
livre (DPPH) baseado em Brand-Williams et al. (1995); e a partir deste método, avaliar a atividade
antioxidante de particulas de café verde sem recobrimento e recobertas em leito fluidizado com o
polimero Eudragit® L100, utilizado como revestimento para protegdo ¢ mascaramento de sabor e
liberacdo entérica.

Materiais e Métodos

As particulas utilizadas como matéria-prima foram graos de café verde, tipo arabica, apos
beneficiamento, adquiridos do Armazém de Café Bernardes LTDA (Machado, MG). Os graos foram
moidos em moinho de facas industrial. As particulas utilizadas apresentam didametro médio de Sauter
de 1,7 mm.

O café verde foi caracterizado em relagdo ao teor de &gua, determinado por método
gravimétrico em estufa a 105 °C durante 3 h (012/1V) (1AL, 2008); cinzas(018/1V) (1AL, 2008);
proteina por Kjeldahl, com fator de conversdo de 6,25 (IAL, 2008); lipideos pela metodologia de
Bligh Dyer (1959) e carboidratos por diferenca.

As particulas de café verde foram recobertas em um leito fluidizado com uma suspenséo
polimérica de Eudragit® L100 (Evonik, Brasil). A suspensdo polimerica foi preparada conforme
recomendac0es do fabricante, sendo a concentragdo de sélidos utilizada de 15 %. Detalhes do sistema
experimental e da formulacdo sdo descritos em Barletta et al. (2020). O processo de recobrimento foi
realizado de acordo com um planejamento experimental 22 com trés pontos centrais, em uma pesquisa
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paralela a essa. As variaveis operacionais estudadas foram a temperatura do ar de entrada (T, °C) e a
vazdo de alimentagdo da suspensio de recobrimento (V, g-min), conforme descrito na Tabela 2. A
massa de material em cada ensaio foi de 0,210 kg e a presséo do ar de atomizacao foi de 1,5 kgf-cm”
2, Avazao do ar de entrada foi ajustada de acordo com o regime fluidodindmico e o tempo de processo
foi calculado para um ganho de camada teorico de 20 %. Como respostas foram avaliadas a atividade
antioxidante das amostras de café verde recobertas (AA!) e das amostras de café verde recobertas,
desconsiderando a massa do polimero de recobrimento (AA2). O estudo do efeito das variaveis sobre
a resposta foi realizado com auxilio do programa Minitab®16, considerando nivel de confianca de
95 %.

Tabela 2 - Varidveis operacionais e niveis do planejamento experimental 22 com trés pontos centrais

. . Niveis
Var R
ariaveis Reais 1 0 1
T (°C) 35 40 45
V (g'min™) 2,5 3,0 3,5

Anélise de Capacidade Antioxidante DPPH

Os extratos das amostras foram obtidos a partir de 1 g de amostra, na qual foi adicionado
40 mL de metanol 50 %. Ao residuo da primeira extracdo, foi adicionado 40 mL de acetona 70 %, 0s
extratos foram obtidos em duplicata (Rufino et al., 2007; Tripetch et al., 2019). A Figura 2 representa
0 processo de preparo da amostra.

Figura 2 - Preparo do extrato de café verde utilizado para determinacéo da capacidade antioxidante
por DPPH

lgda 40 mL de
amostra metanel 50%

. 40 mL de

Béquer 100 mL iaeetona 70%
Hemegeneizar 10 min - Homogeneizar 10 min
Repousar por 60 min Repousar por 60 min .
T=25° T=25°C Centrifugar
EEE——— 15.000 pm —®  Residuo
15 min
Residuo
Centrifugar Tube Centrifuga Sobrenadante

15,000 rpm
15 min

Tube Centrifuga

L J

Completar com

SOLUCAQ CONTROLE
—

10 mL
EXTRATO DILUIDO

A curva padrdo foi construida com as solugdes de DPPH (MM = 394,32 g-mol™* da Sigma
Aldrich) 0,06 mmol-L?, a partir de 1,2 mg de DPPH dissolvido em 50 mL de metanol P.A.; controle
com 40 mL de metanol 50 %, 40 mL da acetona 70 % e agua destilada até 100 mL e; padrdo Trolox
(MM = 250,29 g.mol da Sigma Aldrich) 1,0 mmol-L™, a partir de 0,01252 g de Trolox dissolvido
em 50 mL de metanol P.A. Todas as soluc¢des foram protegidas da luz (Rufino et al., 2007).

Aliquotas de 0,1 mL de concentragdo entre 0 e 400 umol-L™* de Trolox foram transferidas
para tubos de ensaio com 3,9 mL da solugdo de DPPH (0,06 mmol-L), mantido em repouso por
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30 min, protegido da luz. O metanol foi utilizado como branco e as leituras foram realizadas em
espectrofotémetro (UV2600, Shimadzu) de 300 a 700 nm, sendo que a absorbancia maxima variou
entre 515 e 516,5 nm.
Os dados de absorbancia obtidos para cada concentracéo de Trolox foram ajustados a equacgéo
de uma reta (Equacéo 1):
Abs = a [umol L] + b (Equacéo 1)

Em que Abs ¢ a leitura da absorbancia a 515 nm, [umol-L*] é a concentracéo final de Trolox
e a e b sdo constantes.

A atividade antioxidante foi determinada a partir de 0,1 mL dos extratos das amostras com
concentragdo de 0,001 g'mL? e 3,9 mL da solugdo de DPPH (0,06 mmol-L%). As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro entre 515 e 516,5 nm (Figura 3).

Figura 3 - Processo para a obtencdo da atividade antioxidante baseado no método de Brand-William
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A diminuicdo da absorbancia, alteracdo da coloracdo roxa para amarela ocorre quando o
radical DPPH é reduzido para DPPH-H. Utilizando a curva padrdo, foi calculado o valor da
concentragio de Trolox presente na amostra (umol TE-L1). Com esse resultado, foi possivel
expressar a capacidade antioxidante em umol TE-g™ matéria seca (Equagio 2).

DPPH[ umol TE ]_ x.V.D

= %D (Equacéo 2)

g matéria seca

Em que x é a concentracio de Trolox equivalente (umol TE-LY), V é o volume utilizado para
preparar o extrato (L), D é o fator de diluicdo, M € a massa utilizada no extrato (g) e U € a umidade
da amostra (b.u.).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

Resultados e Discussao

Os gréos de café verde apresentaram teores de agua de 9,40 + 0,01 g-100 g%, lipidios de 3,7 +
0,3g:100 g%, proteinas de 13,52 + 0,09 g-100 g%, cinzas de 3,87 + 0,05 g-100 g e carboidratos por
diferenca 69,53 g-100 g café verde. Com excecdo do teor de lipidios, os resultados estdo de acordo
com os reportados por Moreira (2013) e Zhu et al. (2021).

A atividade antioxidante do café verde foi igual a 11.018 + 862 umol TE-g* matéria seca
(Tabela 3), similar ao reportado por Montenegro et al. (2021). Em relacéo as amostras recobertas, as
amostras E3, E5, E6 e E7 ndo apresentaram diferenga significativa entre si (p>0,05). As amostras E4
e E2 apresentaram 0s menores valores para a atividade antioxidante, sendo E2 diferente
significativamente das demais amostras. Os parametros de processo da amostra E2 foram 0s menos
favoraveis, pois a temperatura utilizada foi a mais proxima da temperatura ambiente e a vazao de
recobrimento foi a maxima, o que dificultou a secagem das particulas.

A amostra que apresentou o maior valor de atividade antioxidante foi a do café verde sem
recobrimento (CV) como esperado pelo fato de ser o café verde in natura. As amostras E7, E5 e E3
apresentaram maiores valores de atividade antioxidante dentre as amostras recobertas, E3 com maior
temperatura e menor vazdo e E7 e E5 obtidas nos pontos centrais.
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Tabela 3 - Atividade antioxidante das amostras de café verde sem recobrimento (CV), recobertas
(AAY) e desconsiderando a massa do polimero de recobrimento (AA?)

Amostra T  V(gminl) AA!(umol TE-g') AA? (umol TE-g*café verde)
(C)
CV (in natura) - - 11.018 + 8622 11.018 + 8622
El 35 2,5 7.694 + 191 9.657 + 563
E2 35 35 3.988 + 390° 5.617 + 1374¢
E3 45 2,5 8.410 + 212" 9.809 + 248%
E4 45 35 6.998 + 547¢ 8.722 + 681°
E5 40 3,0 8.524 + 82" 10.145 + 98
E6 40 3,0 8.161 + 156" 0.837 + 188
E7 40 3,0 9.015 + 129° 10.773 + 154°

Médias com a mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente (p>0,05).

Desconsiderando a massa do polimero de recobrimento (AA2), verifica-se que as amostras CV,
E1, E3, E5, E6 e E7 néo apresentaram diferenca significativa entre si, ou seja, independente dos seus
tratamentos, essas amostras apresentaram a mesma atividade antioxidante do café verde in natura. Ja
a amostra E2 foi diferente significativamente das demais amostras.

Os graficos de Pareto para as respostas estudadas, AA! e AA?, sdo apresentados na Figura 4
(@) e (b), respectivamente. Os efeitos estatisticamente significativos se localizam a direita do limiar
de significancia (p<0,05). Pela Figura 4 (a) observa-se que a temperatura do ar e a vazao de suspensao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre a atividade antioxidante AA! (sem
desconsiderar a massa de polimero de recobrimento), sendo que a vazao foi a variavel que apresentou
maior influéncia sobre essa resposta. E3 e E4 foram recobertas na maior temperatura, mas em vazoes
diferente, mostrando o efeito da vazdo. Porém, o modelo apresentou R2 = 0,6583 e a falta de ajuste
foi significativa.

Para a atividade antioxidante AA? (desconsiderando a massa do polimero de recobrimento),
Figura 4 (b), apenas o efeito da vazéo de suspenséo foi estatisticamente significativo.

Figura 4 - Graficos de Pareto para (a) atividade antioxidantes AA! e (b) atividade antioxidante AA?
(em que A: temperatura do ar e B: vazdo de suspensao)
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Concluséao



A atividade antioxidante determinada pelo método DPPH das particulas recobertas com
Eudragit® L100 foi influenciada significativamente pela temperatura do ar e vazdo de alimentagéo
da suspensao de recobrimento, pelo incremento de massa de polimero as particulas de café verde. Ao
desconsiderar a massa do polimero de recobrimento, apenas o efeito da vazdo de alimentagdo da
suspensdo de recobrimento foi significativo.

Os resultados da atividade antioxidante precisam ser melhor explorados, como por exemplo,
sua relacdo com a eficiéncia do processo e o ganho de camada de recobrimento, assim como a
obtencdo do extrato, considerando uma maior massa de amostra, a fim de minimizar erros
experimentais devido a variabilidade das amostras.
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