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RESUMO

SILVA, Larissa D., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2023. Extracio
assistida por microondas de compostos bioativos do café verde (Coffea arabica)
utilizando solventes eutéticos. Orientadora: Rita de Cassia Superbi de Sousa. Coorientadora:
Jane Sélia dos Reis Coimbra.

O café é amplamente valorizado nos setores comercial, industrial, econdmico e possui
propriedades benéficas a saude. Os 4cidos clorogénicos (ACG), encontrados no grao de café,
sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, prote¢do hepatica e regulacdo dos niveis
de glicose. Uma abordagem moderna para a extragdo de compostos naturais € o uso de
Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES), que possuem baixa toxicidade,
biodegradabilidade e capacidade de extrair compostos de diferentes polaridades. O objetivo
deste estudo foi otimizar e avaliar a extracdo de compostos bioativos do grao de café verde,
como fendlicos totais (FT), ACG e atividade antioxidante (AA). Utilizou a combinacao de
NADES com a técnica de extracdo assistida por microondas. A eficiéncia da extracdo usando
NADES foi comparada com a de solventes organicos convencionais. Trés combinacdes de
NADES foram testadas: cloreto de colina com 4cido oxéalico [Ch]CI:AQO, cloreto de colina
com 4cido citrico [Ch]Cl:AC e cloreto de colina com 4cido latico [Ch]Cl:AL. Foi aplicada
uma metodologia estatistica de superficie de resposta para avaliar o efeito da temperatura,
concentracdo de biomassa e fracdo de dgua adicionada ao solvente na extracdo dos fendlicos
totais. Os extratos obtidos usando NADES e solventes convencionais (etanol e acetato de
etila) foram analisados por Espectrofotometria UV-Vis para determinar o teor de fendlicos,
ACG e AA. Os resultados mostraram que o ponto 6timo para maior rendimento de FT foi a
uma temperatura de 86,75 °C, com 30% de biomassa no solvente e 58,42% de adi¢cao de dgua
ao NADES. Os NADES demonstraram eficiéncia na extracdo de fenodlicos totais. O NADES
[Ch]CI:AO foi selecionado para determinar a concentracdo de ACG, apresentando um teor de
12,48%. Os extratos obtidos com NADES e com solventes convencionais exibiram AA
significativa e valores proximos. O estudo evidenciou que o uso de NADES € uma alternativa

promissora para a extracdo de compostos bioativos presentes no grao de café verde.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Café. Quimica verde. NADES. Atividade antioxidante.

Acidos clorogénicos. Metodologia de superficie de resposta.



ABSTRACT

SILVA, Larissa D., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2023. Microwave-assisted
extraction of bioactive compounds from green coffee (Coffea arabica) utilizing eutectic
solvents. Adviser: Rita de Céssia Superbi de Sousa. Co-Adviser: Jane Sélia dos Reis
Coimbra.

Coffee is widely valued in commercial, industrial, economic sectors and has beneficial health
properties. Chlorogenic acids (CGA), found in the coffee bean, are known for their
antioxidant properties, liver protection and regulation of glucose levels. A modern approach
for the extraction of natural compounds is the use of Natural Deep Eutectic Solvents
(NADES), which have low toxicity, biodegradability and the ability to extract compounds of
different polarities. The aim of this study was to optimize and evaluate the extraction of
bioactive compounds from green coffee bean such as total phenolics (FT), ACG and
antioxidant activity (AA). It used the combination of NADES with microwave-assisted
extraction technique. The extraction efficiency using NADES was compared with that of
conventional organic solvents. Three combinations of NADES were tested: choline chloride
with oxalic acid [Ch]CIl:AQO, choline chloride with citric acid [Ch]CI:AC and choline chloride
with lactic acid [Ch]CL:AL. A statistical response surface methodology was applied to
evaluate the effect of temperature, biomass concentration and water fraction added to the
solvent on the extraction of total phenolics. The extracts obtained using NADES and
conventional solvents (ethanol and ethyl acetate) were analyzed by UV-Vis
spectrophotometry to determine the content of phenolics, ACG and AA. The results showed
that the optimum point for highest FT yield was at a temperature of 86.75 °C, with 30%
biomass in the solvent and 58.42% water addition to NADES. The NADES showed efficiency
in the extraction of total phenolics. The NADES [Ch]CI:AO was selected to determine the
concentration of ACG, showing a content of 12.48%. The extracts obtained with NADES and
with conventional solvents exhibited significant AA and close values. The study evidenced
that the use of NADES is a promising alternative for the extraction of bioactive compounds

present in green coffee beans.

Keywords: Phenolic compounds. Coffee. Green chemistry. NADES. Antioxidant activity.

Chlorogenic acids. Response surface methodology.
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1. INTRODUCAO

O café é uma commodity valiosa e uma das bebidas mais populares em todo o mundo e
desempenha um papel importante na economia global. Segundo a Organizacdo Internacional
do Café (2023), a estimativa proviséria mais recente para a produgdo total de café durante o
ano cafeeiro de 2021-2022 foi de 167,2 milhdes de sacas, representando uma queda de 2,1%
em relacdao as 170,83 milhdes de sacas do ano anterior. Por outro lado, prevé-se que o
consumo global de café cresca 3,3%, atingindo 170,3 milhdes de sacas de 60 kg em 2021/22,

em comparacdo com 164,9 milhdes de sacas no ano cafeeiro de 2020/21.

Estudos sobre a composicdo quimica e as atividades bioldgicas dos graos do café tém
ganhado visibilidade, devido a sua relevincia econdmica e as caracteristicas especificas
relacionadas as bebidas de café e a saide humana. Um dos compostos mais estudados € a
cafeina, um alcaloide pertencente ao grupo das xantinas e com a designacao quimica de 1,3,7-
trimetilxantina. Pesquisas mostram que a cafeina pode reduzir o risco de doencas como
Parkinson, Alzheimer, doenca hepdtica, diabetes tipo Il e alguns tipos de cancer (GROSSO et
al., 2017).

Existem vdrias partes das plantas que cont€ém compostos fendlicos, os quais sdo uma
classe de compostos quimicos caracterizados pela presenca de um grupo hidroxilo ligado
diretamente a um grupo hidrocarboneto aromdtico. Dependendo do nimero e da posicao
dessas hidroxilas na cadeia, esses compostos exibem diferentes propriedades na capacidade de
se ligar aos radicais livres, neutralizando-os. As maiores concentragdes desses compostos sao
encontradas em frutas, vegetais e seus derivados. Especificamente, eles atuam como agentes
de defesa em resposta a estresses climaticos, hidricos, quimicos patdgenos e entre outros
enfrentados pelas frutas e vegetais, conferindo-lhes coloracdo, adstringéncia, aroma e sabor

distintos (SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011).

Os 4cidos clorogénicos (ACG) sdo os compostos fendlicos mais encontrados no café.
Esse termo possivelmente deu-se origem por Payen em 1846 para descrever um composto
fendlico com propriedades 4cidas, cuja estrutura ainda era desconhecida na época.
Atualmente, essa nomenclatura € utilizada para se referir a uma familia de ésteres formados
pela esterificacdo de um ou mais derivados do 4cido trans-cinamico com o acido quinico
(BASTOS DE MARIA; MOREIRA, 2004). Na infusdo do café em dgua, os ACG contribuem

para o amargor, a acidez e a adstringéncia da bebida. No campo biol6gico, possuem fortes
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propriedades antioxidantes (MOREIRA et al., 2005) e demonstram ter efeitos
hepatoprotetores, antimicrobianos, antiobesidade, anti-inflamatérios, antidiabéticos e anti-

hipertensivos (NAVEED et al., 2018).

A atividade antioxidante (AA) refere-se a capacidade de um composto de impedir a
degradacao oxidativa. Por esse motivo, h4 um aumento na busca e obtencdo de antioxidantes
provenientes de fontes naturais, principalmente para prevenir danos causados pela oxidacao as

células, o que estd diretamente relacionado aos beneficios a saide (LIMA et al., 2010).

A extracdo solido-liquido, uma operacao unitdria baseada na transferéncia de massa,
se destaca em diversas aplicagdes na producao de farmacos, alimentos, meio ambiente e nas
dreas abrangentes da quimica e bioquimica. Cada método de extracdo definird quais
resultados serdo atingidos, resultando em diferencas na composi¢cdo quimica dos Oleos
extraidos, incluindo teores de acidos graxos, antioxidantes, esterdis, tocoferdis e diterpenos

(JARDIM, 2010; DONG et al., 2021).

Com o avanco tecnoldgico, foram desenvolvidas diversas técnicas de extracdo, como a
extracdo ultrassOnica, extracdo com liquido pressurizado, microextragdo em fase solida e
extracdo assistida por microondas. Essas técnicas apresentam vdrias vantagens como
velocidade, reduc@o no consumo de solvente, utilizacdo de solventes menos prejudiciais ao
meio ambiente e melhores possibilidades de controle da extragdo, permitindo automagdo e a
perspectiva de acoplamento da extracdo on-line com outras técnicas analiticas (FANALI et

al., 2020).

A extracdo assistida por microondas (MAE) é uma técnica inovadora amplamente
utilizada para extrair compostos orgéanicos de diversas matrizes. Ao empregar microondas,
essa abordagem acelera o processo de extracdo, reduzindo consideravelmente o tempo
necessario para obter os analitos desejados. Além disso, a MAE oferece vantagens, como
maior eficiéncia, menor consumo de solventes € menor geracao de residuos, em comparacao
com as técnicas convencionais de extragdo. Sua aplicacdo abrange areas como andlises
ambientais, farmac€uticas e alimenticias, fornecendo resultados precisos e confidveis. Assim,
a MAE tem um potencial significativo para otimizar os métodos de extragdo, sendo uma
ferramenta valiosa para a pesquisa cientifica e analises laboratoriais (CAMEL, 2000; CHAN

etal.,2011).

O uso de solventes organicos na obtencdo de extratos e compostos € comum devido a

sua alta capacidade de extracdo. No entanto, esse processo apresenta desvantagens, como o
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consumo elevado de solvente, alta toxicidade, volatilidade, alto custo e producdo de residuos
prejudiciais a saide e a0 meio ambiente, além do custo associado as etapas de separacdo do
solvente para minimizar os efeitos adversos a saide causados pelos residuos (CUNHA;

FERNANDES, 2018).

Por esta razdo, os solventes eutéticos profundos, do inglés deep eutectic solvents
(DES) tém sido investigados como uma alternativa para a extracdo de compostos bioativos,
visando reduzir a produgdo de residuos toxicos e melhorar a seletividade e eficiéncia da
extracio (PENA-PEREIRA; NAMIESNIK, 2014). Esses solventes consistem em uma mistura
de um sal haleto, atuando como um aceptor de ligacdo de hidrogénio (hydrogen bond acceptor
- HBA), e um doador de ligacdo de hidrogénio (hydrogen bond donor - HBD), como 4cidos
carboxilicos, carboidratos, dlcoois ou aminas. Essa mistura possui um ponto de fusdo mais
baixo em comparagdo com seus componentes individuais, tornando-os adequados para uso
como solventes de extracdo. A alta viscosidade é um desafio para a eficiéncia da extracdo
com DES, mas esse obstdculo pode ser superado adicionando-se uma porcentagem de dgua ou

trabalhando com temperaturas mais elevadas (PERNA; VITALE; CAPRIATI, 2020).

Além do DES, a extragdo de produtos naturais pode ser realizada com o uso de
solventes eutéticos profundos naturais, do inglés natural deep eutectic solvents (NADES).
NADES ¢é uma subclasse dos DES compostos exclusivamente por componentes de origem
natural. Estudos tém demonstrado varios beneficios do uso de NADES em comparagdo com
os solventes organicos convencionais, destacando sua viabilidade como uma abordagem mais
ecoldgica para a extracdo de produtos naturais. Os NADES s@o considerados seguros para o
meio ambiente, biodegradéveis, apresentam baixa toxicidade e os extratos obtidos podem ser
utilizados diretamente como produtos finais (ESPINO et al., 2018; KUA; GAN, 2019). Eles
também possuem viscosidade varidvel e alto potencial na extragdo de compostos fendlicos
devido a sua ampla gama de polaridade (DAI 2013; DAI et al., 2013; PAIVA et al., 2014;
BOYKO et al., 2020; SILVA et al., 2020; RODRIGUEZ-JUAN et al., 2021).

O objetivo deste estudo foi otimizar a extra¢do assistida por microondas, utilizando
NADES, para obter compostos fendlicos, como os acidos clorogénicos (ACG), a partir do
café verde. Além disso, foi avaliada a atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos, com
intuito de oferecer uma alternativa aos solventes organicos convencionais e destacar as

vantagens dos NADES como solventes verdes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a extragdo sélido-liquido para a obtengdo de acidos clorogénicos do fruto do
café verde (coffea arabica), empregando solventes eutéticos profundos naturais e determinar a

atividade antioxidante dos extratos obtidos.

2.2 Objetivos especificos

. Realizar a tamisacdo de graos de café verde moidos;

. Realizar caracterizagdo fisico-quimica dos graos de café verde;

) Preparar uma série de NADES baseados em cloreto de colina, dcidos carboxilicos e
alcoois;

. Efetuar o planejamento experimental para avaliar a influéncia dos pardmetros (razao

sOlido:solvente, temperatura e fracdo de dgua no solvente) na extracdo dos fendlicos totais do
café verde utilizando NADES;

o Determinar condi¢des Otimas operacionais para possibilitar um maior rendimento
extrativo dos ACG e AA com o NADES;

. Realizar os experimentos de extracdo dos ACG e AA utilizando o NADES que
oferecer melhor condi¢ao Gtima, apresentando maior rendimento do extrato e comparar com
os teores dos extratos obtidos com os solventes organicos etanol e acetato de etila;

. Analisar os extratos obtidos para quantificacdo de ACG e AA com espectrofotometro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Café

O café € um grao com grande participacdo no mercado mundial de produtos naturais.
A indistria do café abrange uma ampla gama de participantes, incluindo produtores,
exportadores, importadores, torrefadores, varejistas e empresas especializadas em café.
Devido a sua popularidade global, o café tem sido objeto de muitas pesquisas que buscam
entender suas propriedades e beneficios para a saide (DAGLIA et al., 2000). O termo "café"
deriva da palavra drabe "qahwa", que significa vinho, e pode ter origem no Reino de Kaffa, na

Etidpia, onde a planta de café € conhecida como Bunn ou Bunna (COCAPEC, 2021).

O café € derivado da agroindustria e pertence a subfamilia Cinchonoideae, da tribo
Coffeae, dentro da familia botanica Rubiaceae (Tabela 1). A tribo Coffeae é composta por
duas categorias: Coffeea e Psilanthus (CLIFFORD; WILLIAMS; BRIDSON, 1989;
MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012). A Rubiaceae é uma familia botanica (BARBOSA et
al., 2015) geralmente encontrada em climas tropicais e subtropicais, composta principalmente
por arvores e arbustos que crescem em 4areas mais baixas das florestas. O subgénero Coffea é

economicamente relevante, com cerca de 6.000 espécies e 500 géneros (OIC, 2021).

Tabela 1 - Classificacdo cientifica do Coffea ardbica

Classificacao
Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Género Coffea

Fonte: World Flora Online, 2021.

O café € uma planta de ciclo de vida longo, com caule vertical e alto, possui sistema
radicular responsdvel pela fixacdo e absorcdo de dgua e nutrientes. As raizes das espécies

Coffea arabica (café ardbica) e Coffea canephora (café robusta) apresentam diferencas, sendo
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uma delas com penetragdo mais profunda no solo e a outra concentrada na superficie. Os
cafeeiros sdo encontrados em regides tropicais, com chuvas abundantes e temperaturas médias
de 21°C, sem exposicdo a geadas. Eles podem crescer desde o nivel do mar até altitudes
superiores a 1981,2 metros. A primeira safra ocorre aproximadamente apds cinco anos e o

café é produtivo por cerca de quinze anos (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).

A Figura 1 mostra a estrutura do grao de café, composta pelo pericarpo, mesocarpo
externo, camada de pectina e endocarpo. O pericarpo é verde quando o fruto estd imaturo e
vermelho violeta ou vermelho escuro quando maduro. A pele prata envolve cada hemisfério
do grdao de café, contendo a semente. As caracteristicas do grdo, como cor, tamanho,
densidade e forma, podem variar de acordo com as condi¢des de crescimento e gendtipo

(FARINHOTO, 2012; BRESCIANI et al., 2014).

Figura 1 — Estrutura do fruto do café

Semente do café

Pericarpo

Pele de prata

Mesocarpo externo

Endocarpo

Camada de pectina

Fonte: Adaptado BRESCIANT et al., 2014.

3.2 Café verde

O café verde tem aparéncia similar ao feijao (Figura 2), com cor verde e aroma suave.
O aroma caracteristico do café se intensifica durante o processo de torrefacio (MADHAVA

NAIDU et al., 2008).
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Figura 2 - Fruto do café

Fonte: O AUTOR, 2021.

A Tabela 2 exibe a composicdo quimica do café verde em fracdo méssica, que possui
compostos voldteis e ndo voldteis, dgua, cafeina, carboidratos, cinzas, lipidios, 4cidos

clorogénicos, minerais, proteinas, trigonelina, dentre outros (MURTHY; NAIDU, 2012).

Tabela 2 - Composicao quimica de grao cru

Componente Cafe Cafe Referéncias
p Aribica (%) Robusta (%)
Toci (2006), Mendonga et al.,
, (2007), Duran et al., (2017),
Cafeina 0.7-14 L2-24 Muzifa et al., (2020), Cardoso
(2013)
. . Duran et al., (2017), Cardoso
Trigonelina 1,0-1,2 0,6-0,7 (2013)
) . Duran et al., (2017), Cardoso
Minerais 3-42 3-42 (2013)
.. Duran et al., (2017), Cardoso
Lignina 1-3 1-3 (2013)
. Duran et al., (2017), Muzaifa et
Proteinas 11,0-13,0 11,0-13 al.. (2020), Cardoso (2013)
Amino acidos livres 0,2-0,8 0,2-0,8 Duran et al., (2017)
Oleos 7,7-16,0 7,7-16,0 Duran et al., (2017), Cardoso
Ceras 0,2-03 0,2-03 (2013)

Toci (2006), Duran et al., (2017),
35-7,3 7,0-14,0 Muzaifa et al., (2020), Nobre et
al., (2011), Cardoso (2013)

Acidos clorogénicos
totais
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Acidos alifaticos nao

voldteis 2-29 1,3-22 Durén et al., (2017), Cardoso
i} (2013)
Acidos volateis 0,1 0,1
Carboidratos 9-12,5 6,0 - 11,5 Durin et al., (2017)
soluveis
Popssac/arl(?leos 46 - 53 34 - 44 Durén et al., (2017), Cardoso
insoldveis (2013)

O café também apresenta em sua composi¢do quimica dcidos organicos como cafeico,
metildrico, vanilico, hidroxibenzoico e ferrtlico, dcido benzoico, diterpenos (cafestol, caveol),
EDTA, flavondides (caempferol, quercetol 40%), salicilatos (salicilato de metila), vitaminas
(nicotinamida, acido ascorbico, tiamina, riboflavina e caroteno), 6leos essenciais (acido
cindmico, aldeido cinamico), alcaldides abrangendo os alcaldides purinicos ou xantinas
(cafeina, teobromina, teofilina, paraxantina) e minerais (célcio, fésforo e ferro) (Revista

Cafeicultura, 2005).

A cafeina presente no café, juntamente com os polifendis, em especial os ACG, possui
propriedades preventivas contra vdrias doencas degenerativas (DAGLIA et al., 2000;
BONITA et al., 2007). O consumo de café acelera o metabolismo da glicose, melhora a
sensibilidade a insulina e reduz o risco de doencas cardiacas corondrias, Alzheimer, diabetes
tipo II, acidente vascular cerebral, depressdo e doencas de Parkinson (BRESCIANI ez al.,

2014).

3.3  Compostos Bioativos do Café

Estudos tém investigado as atividades bioldgicas do café verde, destacando suas
propriedades quimioprotetoras devido a presenga de agentes antioxidantes como os ACG. O
café contém 4dcido cafeico, ferilico e p-cumdrico, que contribuem para seu alto poder
antioxidante em comparag¢do com outras bebidas (RICHELLE; TAVAZZI; OFFORD, 2001;
BELGUIDOUM et al., 2014; VIGNOLI et al., 2014). Os agentes antioxidantes do café atuam
no combate a peroxidagdo lipidica (KROYER; KRETSCHMER; WASHUTTL, 1989;
DAGLIA et al., 2000). Essas propriedades antioxidantes sdo importantes para inibir a
deterioracdo oxidativa das macromoléculas celulares, prevenindo doengas cardiovasculares e

degenerativas (LOUREIRO; DI MASCIO; MEDEIROS, 2002; WILLCOX; ASH;
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CATIGNANI, 2004). Os compostos antioxidantes tém sido reconhecidos por sua capacidade
de proteger sistemas bioldgicos contra os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, contribuindo assim na prevencdo de doengas relacionadas a danos oxidativos

(SANTOS et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdao metabdlitos secunddrios geralmente envolvidos na
adaptacdo das plantas as condi¢des de estresse ambiental (FANALI et al., 2020). Encontram-
se no café compostos fendlicos como: acidos feruloilquinico, 4cidos dicafeoilquinico, dcidos

cafeoilquinico e 4cidos p-coumaroilquinico (LAFAY; GIL-IZQUIERDO, 2008).

Os dacidos clorogénicos (ACG) sdo ésteres de hidroxicinamoil de dcidos quinicos,
amplamente presentes em plantas. No café, eles representam o grupo fendlico mais
abundante, podendo chegar a 14% em base seca. O caté (Coffea arabica) contém cerca de 45
a 50 derivados de ACG diferentes (BADMOS; LEE; KUHNERT, 2019). Além de
contribuirem para a acidez, amargor e adstringéncia da bebida, os ACG também possuem
propriedades benéficas para a saide humana, como atividade antioxidante, anticancerigena,
antimutagénica, anti-inflamatoria, protecdao neuronal e antiplaquetdria. Também apresentam
atividades hepatoprotetora, hipoglicémica e antiviral (BORRELLI et al., 2002; MOREIRA et
al., 2005; FARAH; DONANGELO, 2006; SATO et al., 2011; GAWLIK-DZIKI et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta os compostos encontrados nos graos de café.

Tabela 3 - Compostos fenolicos presentes no café

Café arabica

Acidos fenélicos Rendimento Referéncias
Acido 3,4-
Dicafeoilquinico 3,53 mg/100 ml
Acido 3,5-
Dicafeoilquinico 2,65 mg/100 ml
Acidos D A;:ldf)l 4.3- 1,54 mg/100 ml ~ Moreira et
hidroxicinamicos lcaleotiquinico al., (2005)

Acido 4-cafeoilquinico 19,00 mg/100 ml
Acido 4-feruloilquinico 13,26 mg/100 ml
Acido 5-cafeoilquinico 43,09 mg/100 ml
Acido 5-feruloilquinico 4,64 mg/100 ml

Outros polifenéis
Alquilfenéis 3-Metilcatecol 0,11 mg/100 ml  Lang (2006)




4-Etilcatecol

0,13 mg/100 ml

4-Metilcatecol 0,04 mg/100 ml
Catecol 0,54 mg/100 ml
Outros polifendis
Pirogalol 0,39 mg/100 ml
Café Robusta
Acidos fenélicos Rendimento Referéncias
Acido 3,4-
Dicafeoilquinico 3,96 mg/100 ml
Acido 3,5-
Dicafeoilquinico 4,42 mg/100 ml
Acido 3-cafeoilquinico 32,26 mg/100 ml
Acidos Acido 4.5- Moreira et
hidroxicindmicos Dicafeoilquinico 3,09 mg/100 ml 47 (2005)
Acido 4-cafeoilquinico 36,46 mg/100 ml

Acido 4-feruloilquinico
Acido 5-cafeoilquinico

Acido 5-feruloilquinico

30,05 mg/100 ml
75,80 mg/100 ml
16,57 mg/100 ml
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Os compostos fenolicos possuem grupos benzénicos, como grupos hidroxilos, em sua
estrutura. Existem dois grupos principais de compostos fendlicos: os flavonoides (polifendis)
e os nao-flavonoides (fendis simples ou dcidos). Os nao-flavonoides incluem derivados dos
acidos hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos (Figura 3). A atividade antioxidante desses
compostos € influenciada pela posicdo dos grupos hidroxilo e pela proximidade do grupo -
CO:H ao grupo fenilo. Quanto mais proximo estiverem, maior serd a propriedade antioxidante

do grupo hidroxilo na posi¢cdo meta (SILVA et al., 2010).
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Figura 3 - Estruturas quimicas dos dcidos hidroxibenzdicos e hidroxicinamicos

Acidos hidroxibenzéicos Acidos hidroxicinimicos
R R,
OH OH
P
R COOH
R; COOH 2
Acido p-hidroxibenzéico: R1=R2=H Acido p-cumarico: R1=R2=H
Acido protocatecuico : R1=OH; R2=H Acido cafeico: R1= OH; R2=H
Acido vanilico: R1I=OCH3 Acido Acido feriilico: R1= OCH3; R2=H

siringico: R1=R2=0CH3

Fonte: Adaptado ANGELO e JORGE, 2007.

Os ésteres dos éacidos cafeico, cumadrico e fertlico sdo os principais compostos
fendlicos nao-flavonoides derivados dos dcidos de origem. Os &cidos hidroxibenzodicos
incluem os 4cidos gdlico, protocatecuico, p-hidroxibenzdico, siringico e vanilico. A maior
parte da parte fendlica no café € o resultado da esterificacao de uma a trés moléculas de acido
trans-hidroxicindmico e uma molécula de acido quinico, formando a estrutura dos acidos
clorogénicos (Figura 4) (FARAH; DONANGELO, 2006). A Figura 5 mostra as estruturas dos
principais dcidos clorogénicos presentes na bebida do café (MORALIS et al., 2008).

Figura 4 - Estrutura quimica dos acidos clorogénicos

HO, CO.H

OH
OH

Fonte: Adaptado de FARINHOTO, 2012.
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Figura 5 - Estrutura quimica dos 4cidos clorogénicos principais

O
H O—l(_.L—C]]:C”‘QfOH
IIOOIC ) OH
HOT: H
H I}IZ—C] ECE IQUH
Q
OH
Acido 3,5-dicafeoilquinico Acido 4,5-dicafeoilquinico

(3,5-AdiCQ) (4,5-AdiCQ)

(
1—£-CH=CHQ OH '
: N _ E:-rn:ch OH

R = H, dcido 5-p-cumaroilquinico (5-ACQ) OH
R = OH, dcido 5-cafeoilquinico (5- ACQ)
R = OCH,, dcido 5-feruloilquinico (5- AFQ)

2
I OH

Acido 3,4-dicafeoilquinico
(3,4-AdiCQ)

Fonte: Adaptado de MORALIS et al., 2008.

A Figura 6 apresenta as estruturas de ACG antioxidantes, que combinam &cidos

fendlicos com 4cido quinico em diferentes combinagdes.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos acidos clorogénicos em diferentes combinacdes
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Fonte: CABRERIZO, 2011.

3.4  Extracao sélido-liquido

A compreensdao do desempenho de diferentes técnicas de extragdo € crucial, pois isso
influencia a extragdo dos constituintes do café e permite a escolha da técnica mais adequada
para obter os compostos bioativos com maior rendimento (NATELLA et al., 2002). A selecao
da técnica de extracdo afeta diretamente a qualidade e a composicdo final dos extratos de
produtos naturais. O rendimento e a composi¢do dos extratos dependem tanto do solvente
utilizado quanto do método de extragcdo aplicado. A solubilidade do composto a ser extraido é

afetada pela sua caracteristica hidrofilica ou lipofilica, e a eficicia da extracdo também é
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influenciada pela polaridade do solvente (MOURE et al., 2001; TSAO; DENG, 2004;
BISCAIA, 2007).

A extracdo de substincias biologicamente ativas pode ser realizada por meio das
técnicas de extragcdo assistida por ultrassom e extracdo Soxhlet. Neste método sao utilizados
solventes organicos como etanol, hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, entre
outros. A extragdo com solventes organicos € amplamente empregada nas indudstrias quimica,
farmacéutica e de alimentos para a produgdo de extratos (SCALIA; GIUFFREDA;
PALLADO, 1999). A demanda global por tecnologias mais sustentdveis tem impulsionado
estudos e aplicagdes industriais de métodos com rendimentos superiores e custos reduzidos

(PERRUT, 2000).

3.5  Extracao assistida por microondas

A extracdo assistida por microondas (microwave assisted extraction - MAE) é um
método inovador que utiliza a energia de microondas em conjunto com um solvente para
extrair compostos desejados de diversas matrizes. Esse método resulta em extratos mais
concentrados em comparacdo com a extracdo convencional, devido a temperatura e pressao
elevadas, que promovem a migracdo seletiva mais rdpida dos compostos alvo do material.
Além disso, ela permite uma reducdo significativa no consumo de solvente e no tempo de
extracdo em comparacdo com os métodos convencionais (GAO, SONG; LIU, 2006; ZHOU;
LIU, 2006; ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2007; ZHANG; XU, 2007).

Microondas sdo ondas eletromagnéticas que consistem em um campo elétrico e um
campo magnético. Essas ondas operam na faixa de frequéncia de 0,3 a 300 GHz, com

comprimento de onda (A) variando de 1 mm a 1 m (TSUKUI; REZENDE, 2014).

Na Tabela 4, sdao apresentados exemplos de solventes e técnicas de extracao

empregados na extracdo dos acidos clorogénicos (ACG) a partir de graos de café verde.
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Tabela 4 - Técnicas de extracdo e solventes usados para obtencdo dos ACG presente

nos graos do café verde

Matéria Prima Solvente Tecn1c~a Comp9stos Referéncias
Extracao Extraidos
Upadhyay;
Etanzlé rrlllztanol Microondas Ramalakshmi;
g Rao (2012)
Agua, metanol
aquoso 70% ACG
(viv)e . - . Suarez-Quiroz
isopropanol Filtragdo a vicuo et al., (2014)
aquoso 60%
v/v)
Yuniarti;
Saputri;
Mun'im (2019)
Graos de café . i ACG Ahmad of al
verde xtracdo assistida € mad et al.,
NADES por ultrassom cafeina (2021)
Syakfanaya;
Saputri;
Mun’im (2019)
Aparato
experimental de
Dioéxido de fluxo semi-
carbono continuo com ACG, cafeina De azevedo et
supercritico e controle e lipidios al., (2008)

co-solventes independente de
temperatura e

pressao

3.6  Solventes Eutéticos Profundos (DES)

O termo inglés ‘Deep Eutectic Solvents’ (DES), refere-se a misturas de dois solventes
que apresentam um comportamento muito distante (“profundo”) da idealidade, visto que a
mistura de substancias tem um ponto de fusdo inferior ao dos componentes individualmente
(ABBOTT et al., 2004). Esse grande abaixamento do ponto de fusdo € atribuido a presenca de
ligacdes de hidrogénio intermoleculares entres as espécies que compdem os DES. Em sua

formacdo € preciso ter um doador de ligacdo de hidrogénio (HBD) e um aceptor de ligacdo de
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hidrogénio (HBA), com sua mistura em propor¢des apropriadas onde € criada uma “rede” de

moléculas associadas por ligagdes de hidrogénio com propriedades fisico-quimicas atrativas.

Na figura 7 sd@o exibidos os diagramas de fase de misturas de dois componentes (A e
B). O eixo vertical equivale a temperatura de equilibrio para as diferentes composi¢des no
diagrama e o eixo horizontal representa a composi¢do da mistura. Quando a diminui¢do da
temperatura eutética é muito acentuada, como estd apresentada no diagrama, temos um

sistema eutético profundo.

Figura 7 - Diagrama de fases demonstrando a formacgdo do ponto eutético de duas substancias
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Fonte: Santos, 2017.

A Figura 8 também demonstra a obten¢dao de um DES, as liga¢cdes de hidrogénio ou as
forcas de van der Waals interferem na capacidade dos compostos iniciais de cristalizar. Os
HBAs podem defender a carga quando na vizinhanca de determinados HBDs, assim se obtém

o solvente (LI; ROW, 2016).
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Figura 8 - Interacdo de um HBD com o sal de amonio quaterndrio cloreto de colina
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Fonte: Li; Row, 2016.

Este solvente possui alta capacidade de dissolu¢do e baixa volatilidade, sendo
conveniente para aplicacdes em processos quimicos e biotecnoldgicos que demandam a
remocgao seletiva de compostos organicos ou inorganicos de uma mistura complexa. Também
sdo relativamente ndo téxicos e ambientalmente seguros, tornando-o como uma alternativa
atrativa aos solventes organicos convencionais. Por isso, o DES € priorizado para o uso em
uma variedade de aplicacOes, como na extracdo de produtos naturais, separacdo de

biomoléculas e sintese quimica (ZHANG et al., 2012).

Para favorecer a formacdo do DES € apropriado selecionar solventes com baixa
viscosidade (HUDDLESTON et al., 1998; CUNHA; FERNANDES, 2018), pois a alta
viscosidade dificulta sua utilizacdo em processos que requisitam fluidez. Porém, pesquisas
mostram que o uso de aditivos como a dgua soluciona esse obstaculo (SMITH; ABBOTT;

RYDER, 2014; SKARPALEZOS; DETSI, 2019).

O preparo do DES pode ocorrer por diversos métodos, como por agitacdo em altas
temperaturas (80°C), mistura assistida por ultrassom ou liofilizagdo (LIU et al., 2016). O
método pode levar em consideracdo a rapidez, eficiéncia, o custo ou a limitagdo das

propriedades dos reagentes.

3.7  Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES)

A extracdo de produtos naturais por solvente eutético profundo natural (NADES)
deriva-se dos DES que sdo solventes formados apenas por compostos de origem natural. O

NADES apresenta baixo custo, baixa pressdao de vapor, além da capacidade de eliminacdo da



31

necessidade de recuperacdo de solvente, pois pode permanecer em um produto final
consumivel. O NADES pode ser formado a partir de fontes verdes, como 4lcoois, agucares,
dcidos organicos, sais quaterndrios de amonio naturais (CRAVEIRO et al., 2016;
FERNANDEZ et al., 2018), polar ou apolar, hidrofilico ou hidrofébico e adaptado para
qualquer situacdo com a méixima eficiéncia (SKARPALEZOS; DETSI, 2019). Também
apresenta facilidade de solubilizacdo, maior degradabilidade, grande faixa de polaridade,

inflamabilidade e toxicidade reduzidas comparadas aos solventes organicos tradicionais.

A literatura relata estudos sobre extracdo de grdos do café verde utilizando o NADES
para a extragdo de ACG (YUNIARTI et al., 2019; YUNIARTI; SAPUTRI; MUN’IM, 2019;
SYAKFANAYA; SAPUTRI; MUN’IM, 2019; AHMAD et al., 2021). De acordo com o0s
principios da Quimica Verde, os NADES possuem vantagens como facilidade operacional,
aplicacdo de reagentes ndo voldteis e emprego de menores volumes de solvente extrator,
sendo considerado uma possibilidade vélida aos métodos convencionais de preparo da

amostra (LENARDAO et al., 2003).

O DES e o NADES vem demostrando eficiéncia como solventes de extragdo em
diversos procedimentos de preparacdo de amostras. De acordo com a pesquisa de literatura no
Web Science Clarivate, indica um total de 9744 referéncias sobre DES e 3885 sobre NADES
(Figura 9). Desde 2012 o ndmero de publicacdes aumentou consideravelmente, chegando a

3088 em 2022.

Figura 9 - Tendéncia temporal da aplicacdo do DES e NADES na literatura
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Fonte: O AUTOR, 2023.
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4 METODOLOGIA

4.1  Preparacao dos graos para extracio

O estudo foi realizado com o fruto do café verde, da espécie Coffea arabica coletados
na cidade de Vigosa, Minas Gerais. Os frutos foram pré-selecionados com base em sua
qualidade, higienizados e sanitizados para remover sujidades como terra e folhas, e em
seguida moidos. A biomassa resultante foi peneirada para padronizar o tamanho a uma faixa
de 24 a 28 mesh (700 a 600 micra), foi armazenada em um dessecador para evitar absor¢do de

umidade e aguardar até o0 momento da extracao.

Figura 10 - Fruto do café

Fonte: O AUTOR, 2021.

Figura 11 - Equipamento comercial para padroniza¢do de tamanho da biomassa

Fonte: O AUTOR, 2022.
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4.2  Caracterizacao fisico-quimica

4.2.1 Cinzas

O teor de cinzas (Tc) foi determinado por andlise termogravimétrica. Os graos de café
verde foram separados manualmente e pesados em duas amostras, com aproximadamente 5 g
cada na balanca Analitica Bel M214-AIH. Em seguida, as amostras foram transferidas para
capsulas de porcelana (cadinhos de laboratério) utilizadas para queima, fusdo ou mistura de

compostos sélidos em um queimador.

As amostras foram carbonizadas em um forno mufla modelo Quimis, com temperatura
maxima de 550 °C. Foi avaliada a variacdo de massa em funcdo da temperatura até que a
massa atingisse um estado constante. Apds a carbonizacdo, as cinzas foram removidas da
mufla, resfriadas até atingirem a temperatura ambiente e pesadas em uma balanca analitica
para determinar o rendimento. Os resultados foram expressos em % (m/m) utilizando a

equagao (1).

ml —m2
Tc =—x 100
m3

(D
onde:

mi: € a massa da capsula com cinza (g); m.: € a tara da capsula (g) e m3 € a massa da amostra

().

'L".k“ A
Fonte: O AUTOR, 2022.
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4.2.2 Lipidios

O teor lipidico nos graos de café foi determinado utilizando um método gravimétrico.
Realizou-se a extragdo em Soxhlet com etanol (98%) como solvente, seguida pela evaporacio
do solvente e pesagem do Sleo obtido. Utilizou-se 5 g da matéria-prima, que foi transferida
para um cartucho de celulose. O cartucho foi colocado em um extrator Soxhlet contendo 150
mL de solvente, que foi refluxado por 4 horas para obter o 6leo de café. As andlises foram
realizadas em duplicata, e o resultado foi expresso como a porcentagem de lipidios totais

presentes nas amostras, calculada de acordo com a equagdo (2).

) o ) Massa do 6leo (g)
Rendimento lipidios totais % = ~ x 100
massa de café da amostra (g)

2)

Figura 13 - Sistema de extra¢do no Soxhlet para obtencdo de lipidios

Fonte: O AUTOR, 2022.



35

Figura 14 - Obtencao de lipidios presente nos graos de café verde

=

Fonte: O AUTOR, 2022.

4.3  Preparo dos NADES

Os compostos utilizados para preparacdo dos NADES foi: Cloreto de colina [Ch]Cl
como HBA e 4cidos carboxilicos e alcoois como HBD, como acido latico (AL), 4cido citrico
(AC) e 4cido oxalico (AO).

Os NADES foram pesados diretamente em um frasco, evitando a exposi¢ao a umidade
do ar, de acordo com a propor¢do indicada na Tabela 5. Em seguida, os componentes foram
misturados em um recipiente, aquecidos a 80 °C com agita¢do até formarem um liquido

homogéneo e incolor (DAI et al., 2013; DURAND et al., 2013; RUESGAS-RAMON et al.,

2020). Os solventes obtidos foram armazenados em um dessecador com silica gel até o uso.

Tabela 5 - Reagentes e propor¢des usadas para preparo do NADES

Reagentes Razao Molar
[Ch]CI + Acido Citrico Anidro + Agua 2:1:6
[Ch]CI + Acido Liactico 85% 1:1

[Ch]CI + Acido Oxdlico Cristal 1:1
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Figura 15 - Solvente NADES
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Fonte: O AUTOR, 2022.

Solventes convencionais para testes comparativos com NADES

36

Para comparar o rendimento com os NADES, foram selecionados solventes

convencionais, como o etanol (98%). O etanol ¢ uma opg¢do interessante, pois é de origem

vegetal e suas matérias-primas sao abundantes no Brasil, como a cana-de-aguicar. Além disso,

o etanol pode ser facilmente recuperado e reutilizado, o que reduz os custos. E um solvente

seguro, pois possul menor grau de inflamabilidade e ndo gera residuos toxicos (PRADO,

2014; GABRIEL et al., 2020). Outro solvente utilizado foi o acetato de etila.

4.5

Planejamento experimental

Para otimizar a extracdo de compostos fendlicos no grao de café verde, foi aplicada a

metodologia de superficie de resposta (MRS) com um planejamento composto central

rotacional (DCCR) de cinco niveis e trés varidveis (temperatura, razdo solido/solvente e

fracdo de dgua no solvente). Foram realizados 17 experimentos, sendo 8 pontos fatoriais (+1 e

-1), 6 pontos axiais (+o e -a) e 3 repeticdes no ponto central. A varidvel resposta foi a

concentracdo dos compostos fendlicos totais avaliada por Espectrofotometria UV-Vis. Os

niveis e varidveis testadas estdo apresentados na Tabela 6, e os ensaios estdo listados na

Tabela 7, que representa a matriz de contraste dos coeficientes codificados e decodificados do

delineamento proposto, que sdo as condicdes experimentais dos ensaios. Essa andlise
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considerou o efeito multifatorial das varidveis: temperatura, razdo solido/solvente e

concentracdo de dgua no solvente.

Tabela 6 - Varidveis e niveis dos fatores do planejamento experimental

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura °C 53,2 60 70 80 86,8
Razao solido/solvente 0,049 0,1 0,175 0,25 0,30

Concentracao de agua/ solvente 16,5 25 37,5 50 58,5

Tabela 7 - Planejamento experimental com ensaios

Decodificada Codificada
. Temperatura R’a.z Ao C?nc. de Temperatura R,a.z Ao C(3nc. de
Ensaio ©C) solido/ agua/ ©C) solido/ agua/
solvente solvente solvente solvente

1 60 0,10 25 -1 -1 -1

2 60 0,25 50 -1 1 1

3 80 0,10 50 1 -1 1

4 80 0,25 25 1 1 -1

5 60 0,10 50 -1 -1 1

6 60 0,25 25 -1 1 -1

7 80 0,10 25 1 -1 -1

8 80 0,25 50 1 1 1

9 53,27 0,18 37,5 -1,67 0 0

10 86,73 0,18 37,5 1,67 0 0

11 70 0,05 37,5 0 -1,67 0

12 70 0,30 37,5 0 1,67 0

13 70 0,18 16,58 0 0 -1,67

14 70 0,18 58,42 0 0 1,67

15 70 0,18 37,5 0 0 0

16 70 0,18 37,5 0 0 0

17 70 0,18 37,5 0 0 0

A andlise dos dados para o ensaio foi conduzida no software StatSoft Statistica©,

versao 7.0. O planejamento fatorial permite a andlise simultdnea de varios fatores
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independentes e mais de uma resposta. Foi utilizado um modelo quadrético para ajustar aos

dados experimentais, segundo a equagao (3).
y(x) = Bo + P1X1 + BoXy + B3 Xz + Pr12X1 X + P13X1 X3 + PasXoXs + P123X1 X2 X3
3)
onde:

y € a resposta modelo; X1X>X3 sdo valores codificados dos fatores e Bi, B2, B3, P12, P13, P23,

B123, sdo coeficientes constante, linear, quadratico e interagdes respectivamente.

Os ensaios foram realizados com base no planejamento proposto para encontrar as
melhores condi¢des de extracdo. Os experimentos foram conduzidos em ordem randdomica
para reduzir variacdes na resposta devido a fatores externos. Os efeitos das varidveis foram
calculados e os coeficientes e erros correspondentes foram atribuidos. O teste t de Student foi
aplicado para determinar os parametros estatisticos da regressdo, com um nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

4.6  Extracio solido-liquido assistida por microondas

Os experimentos iniciais foram conduzidos em duplicata. A matéria-prima foi
padronizada com um tamanho de particula de 24-28 mesh e misturada de acordo com a
propor¢do sdlido-solvente estabelecida no planejamento experimental. Para a extracdo, foi
utilizado o método de Yuniarti, Saputri e Mun'im (2019) com adaptacdes. As amostras foram
submetidas a extracdo assistida por microondas (MAE) utilizando um equipamento modelo
Discovery System n° 908005, série n° DU9203, Matthews, NC, Estados Unidos. O
equipamento foi configurado para operar a uma poténcia de 30 W, durante 5 minutos para
cada amostra. Apds o aquecimento, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente,

centrifugadas e o extrato sobrenadante foi coletado.

Esse extrato corresponde a primeira etapa de extragdo, na qual os fendlicos totais do
planejamento mencionado anteriormente foram caracterizados e o ponto 6timo de extra¢do
dos solventes verdes foi determinado. O software StatSoft Statistica© foi utilizado para

determinar o ponto 6timo.
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Na segunda etapa, utilizou-se o ponto 6timo previamente determinado para realizar
uma nova extracdo com NADES. Nessa etapa, foram quantificados os fendlicos totais, a
atividade antioxidante e a concentracdo de ACG com o objetivo de maximizar a eficiéncia do

experimento e obter resultados mais precisos e significativos.

Posteriormente, realizou também a extragdo com solventes convencionais, seguindo
um procedimento similar ao utilizado na extracdo com os NADES. Foram empregadas as

mesmas condi¢des e parametros para garantir uma comparagdo adequada.

Figura 16 - Equipamento de extracdo microondas

Fonte: O AUTOR, 2022.

Figura 17 - Amostras antes e apds extracao

e — - o S e

Fonte: O AUTOR, 2022.
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Figura 18 - Obteng¢do do extrato sobrenadante

Fonte: O AUTOR, 2022.

4.7  Caracterizacio dos extratos por espectrofotometria UV-Vis

As amostras com seus respectivos extratos, foram analisadas utilizando um
espectrofotometro  UV-Vis (Modelo: SP1105 SPECTROPHOTOMETER - P/NO
KJ1B09091811). Realizaram-se andlises para quantificar os fendlicos totais, ACG e AA

presentes nos extratos.

Na primeira etapa, os extratos foram caracterizados apenas em relagdo aos fendlicos
totais, com o objetivo de obter as concentra¢des necessdrias para inser¢do no software e

determinac¢do do ponto 6timo de extracdo dos NADES.

Na segunda etapa, os extratos foram analisados para quantificar os fendlicos totais, a
atividade antioxidante e a concentragdo de ACG, de acordo com o0s pontos Otimos
estabelecidos. Em seguida, procedeu-se a quantificagdo dos solventes convencionais, a fim de

comparar os resultados com aqueles obtidos utilizando NADES.

4.7.1 Compostos fenolicos

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (FT) baseia-se na redugdo do
reagente de Folin-Ciocalteu, composto por 4cido fosfomolibdico (H3PMo012040) e dacido
fosfotingstico (H3PW12040), realizada pelos compostos fendlicos presentes na amostra. Isso
gera uma mistura de Oxidos azuis de tungsténio (Ws023) e molibdénio (MogO23) com

coloragdo azul (OIV, 2021). A quantificagdo dos compostos redutores € feita por colorimetria
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(Figura 19), medindo a intensidade da cor desenvolvida em um comprimento de onda de 760
nm. A reacdo ocorre em meio alcalino com a adic@o de carbonato de sédio (NaxCOs) (CHEN;

HUANG; HUANG, 2005; MAGALHAES et al., 2010; ABRAMOVIC et al., 2015).

Para a determinacdo dos compostos fendlicos, utilizou-se o método de Singleton e
Rossi (1965) com adaptacdes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 pL da amostra,
diluida na proporc¢do de 1:10, juntamente com 4,5 mL de dgua destilada, 100 uL do reagente
Folin-Ciocalteu ndo diluido e 300 uL de uma solu¢d@o de carbonato de sédio a 10% (m/V). As
solugdes foram misturadas em um agitador vortex warmnest (VX-38) e armazenadas no
escuro, a temperatura ambiente, por 2 horas. A leitura das amostras foi realizada em um
espectrofotometro (Modelo: SP1105 SPECTROPHOTOMETER — P/NO KJ1B09091811) a
760 nm, utilizando um branco preparado da mesma forma, substituindo a amostra por dgua
destilada. Como padrdo, utilizou-se o dcido gédlico em concentragdes de 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350 e 500 mg. L! para construir a curva de calibracdo. A partir da equagio da reta

obtida na curva do gréfico do padrio 4cido gélico, calculou-se a concentragdo de FT.

Figura 19 - Reag@o com coloracdo azul para construgdo da curva de calibracdo de FT

4.7.2 Acidos clorogénicos (ACG)

4.7.2.1 Curva de calibracio dos ACG

O método de Navarra et al. (2017) foi utilizado com adaptagdes para determinar o teor
de ACG. O padrao quimico dos 4cidos clorogénicos da Sigma-Aldrich (C3878-250MG) foi

utilizado para preparar a solu¢do padrdo, utilizando uma solucdo de etanol a 70% e 4gua
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destilada. O padrao quimico de ACG foi dissolvido em etanol (70%) a uma concentracio de
100 mg. L' para a solucio de estoque, e foram preparadas solucdes em diferentes
concentracdes, variando de 1 a 15 mg. L', para construir a curva de calibracio usando o
Microsoft 365® Excel. As absorbancias foram medidas em um espectrofotdmetro (Modelo:
SP1105 SPECTROPHOTOMETER — P/NO KJ1B09091811) em um comprimento de onda de
326 nm.

4.7.2.2 Analise dos ACG nos extratos

Com a obten¢do da curva, os extratos foram diluidos em etanol 70% para leitura no
espectrofotometro. As medi¢des foram feitas usando cubetas de quartzo com o passo de 10
mm. A concentragdo de ACG foi determinada usando a lei de Lambert-Beer no comprimento
de onda de 326 nm. O teor de ACG nos graos de café verde foi calculado utilizando a equacado
obtida na curva de calibragdo dos ACG padrido, conforme equacdes (4) e (5) (DADO;
ASRESAHEGN; GOROYA, 2019).

Cacc (%) x Volume total da amostra (mL)?

T de ACG =
eor ae (mg) Volume de amostra medida (mL) x 1000

4)

Massa calculada y4¢; (mg)
Teor de ACG % = ~ - x 100
Massa da amostra de café medida (mg)

®)

4.7.3 Atividade antioxidante (AA)

A andlise da atividade sequestrante de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2—
picrilhidrazil) foi realizada com base nos métodos de Lopes-Lutz et al. (2008) e Abrahao et al.
(2010), com modificagdes. Preparou-se uma solu¢do de DPPH em metanol na concentragdo
de 6,0.10” (mol. L"), utilizando banho ultrassénico (Modelo: 521 — 3D n° série: 18988/09

cod: BAN.521.0302) para completa dissolu¢do. Em seguida, foi preparado o controle negativo
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contendo a solu¢do de DPPH e o NADES, seguido de agitacdo e leitura no espectrofotometro
UV/Vis a 517 nm. Para a avaliacdo da atividade, adicionou-se 4 mL da solu¢do de DPPH e
100 puL do extrato em tubos de ensaio, agitando-os. A Figura 20 exibe as etapas que antecedeu
as caracterizagdes. Apds 30 minutos, realizaram-se leituras no espectrofotdmetro. A
diminui¢do na absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres. Os testes foram

realizados em duplicata e a atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a equacio (6):

Ac
% AA = x 100

(6)
onde:

Ac: absorbancia do controle e At: absorbancia do teste (amostra).

Figura 20 - Etapas das amostras para caracteriza¢ao da atividade antioxidante

Fonte: O AUTOR, 2022.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 21 apresenta a representacdo visual do grao de café verde utilizado nesta
pesquisa apds o processo de tritura¢io e padroniza¢do do tamanho da biomassa a uma faixa de

24 a 28 mesh. Em seguida, as amostras foram submetidas a andlises fisico-quimicas.

A tamisacdo oferece vantagens pois permiti a separacdo de particulas em diferentes
faixas de tamanho e obtém fracdes especificas de material. Ela também €& rdpida e eficiente,
nao requer o uso de produtos quimicos, sendo uma op¢do segura e ambientalmente amigével.
Pode ser aplicada em uma ampla variedade de materiais, desde particulas sélidas até produtos
granulares e em po. Essa separacdo possibilita a extracdo seletiva de componentes desejados,
controla o fluxo durante a extracdo, maximiza a drea de superficie disponivel e garante a

padronizacdo e reprodutibilidade dos resultados (BONIATTI ez al., 2013).

5.1 Cinzas

A determinagdo do teor de cinzas da amostra de café apresentou o valor de 3,92%, este
resultado estd dentro da faixa encontrada na literatura, considerando os erros experimentais
onde sdo relatados valores entre 4,0 e 6,3% base seca para as espécies de café verde

(CLARKE; WALKER, 1985; FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005;
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VASCONCELOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; DO VALE et al., 2007; ISMAIL;
ANUAR; SHAMSUDIN, 2013). A andlise do teor de cinzas é de grande importincia na
caracterizacdo de cafés, uma vez que estd relacionada a presenca de diferentes minerais na
matéria organica, como potdssio, cdlcio, zinco, ferro, fésforo, cobre, s6dio, magnésio e tragos
de iodo e flior, entre outros, que podem aumentar o teor de cinzas. E vélido ressaltar que o
conteddo mineral presente nos cafés pode contribuir para a manutencdo da saide humana,

visto que minerais como o potdssio € o magnésio auxiliam na preservacdo da densidade

mineral 6ssea (TUCKER et al., 1999; ISMAIL; ANUAR; SHAMSUDIN, 2013).

5.2 Lipidios

O teor de lipidios presente no café verde obtido por extracdo com etanol foi de
13,08%. O resultado se encontrou proximo ao limite da faixa reportada na literatura que varia
de 9 a 15% (FOLSTAR, 1985; MAZZAFERA et al., 1998; NOGAIM et al., 2013;
CAPORASQO et al., 2018). Na fracdo lipidica do café estdo presentes os triacilglicerdis,
esterdis e tocoferdis. Além disso, os diterpenos estdo presentes em propor¢des de até 20% do
total de composto quimico lipido. Os diterpenos sdo metabodlitos secundarios de relevancia
por seus efeitos analiticos e fisioldgicos (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; NOGAIM et al.,
2013).

Diante do resultado alcangado, constatou-se que o etanol € um solvente adequado para
a extracdo de lipidios a partir dos graos de café verde. Vale ressaltar que, no Brasil, o etanol
tem sido cada vez mais utilizado devido ao avango tecnolégico no processo de producdo em
larga escala desse solvente, o qual apresenta vantagens como ser atoxico, renovavel e nao
depende do mercado internacional do petréleo. Nesse sentido, o etanol € considerado um
solvente com menor impacto ambiental e adequado para a extracdo de dleos vegetais, devido
a sua baixa polaridade em relagdo a 4dgua. E importante ressaltar que o valor de polaridade é
um fator determinante para a solubilidade de um solvente em determinadas substancias, e,
portanto, quanto menor a polaridade, maior serd a afinidade lipidica do solvente

(CARVALHO, 2001; LAGO; FREITAS, 2006).
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5.3  Curva de calibracao dos FT e ACG

Os resultados foram representados graficamente nas Figuras 21 e 22. Apresentando os
coeficientes de determinacdo (R?) de 0,9937 e 0,9997 para FT e ACG, respectivamente. As
equagoes (7) e (8) foram derivadas dos dados obtidos e utilizadas para determinar as

concentracdes de FT e ACG em solucdo aquosa nos experimentos deste estudo.
y = 0,0019x — 0,0056
(7)
y =0,0667x — 0,0018
(8)

Figura 22 - Curva de calibragdo para determinagdo de FT
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Fonte: O AUTOR, 2022.
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Figura 23 - Curva de calibragdo para determinagdo padrao dos dcidos clorogénicos

Curva Padrio Acido Clorogénico
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o 2 2 P
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Fonte: O AUTOR, 2022.

5.4  Eficiéncia dos solventes no processo de extracao de compostos fendlicos

Os ensaios foram conduzidos de acordo com o planejamento experimental, onde os
solventes listados na secdo 4.3 foram analisados para identificar aqueles com maior
capacidade de extracdo dos fendlicos totais. Na triagem, foram utilizadas as condicdes de
extracdo descritas na secao 4.5 e os resultados, apresentados na Tabela 8, indicam as
concentracdes dos fendlicos totais apds andlise no espectrofotdmetro. Baseado nos resultados
obtidos, que representam as respostas inseridas no software, determinou-se o ponto 6timo
para a extracdo e realizaram-se experimentos de validacdo para avaliar a adequagdo do

modelo preditivo de extracao.

Tabela 8 - Concentragdo de Fendlicos Totais presente na extracdo do café com
diferentes combina¢des de NADES

Conc.

Temperatura Razao de Conc. Conc. Conc.
Ensaio po solido/ . [Ch]CI:AO [Ch]CI:AC [Ch]CI:AL
0 solvente agua/ (g. L1 (g. LY (g. LY
solvente ’ ’ :

1 60 0,1 25 1,93 1,42 1,82

2 60 0,25 50 4,35 3,47 3,69

3 80 0,1 50 2,36 1,72 1,92

4 80 0,25 25 3,99 3,09 3,33

5 60 0,1 50 2,54 2,11 1,65
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6 60 0,25 25 3,75 3,68 2,7

7 80 0,1 25 2,01 2 1,51
8 80 0,25 50 4,42 3,7 3,84
9 53,27 0,18 37,5 2,96 3,07 2,27
10 86,73 0,18 37,5 3,24 3,76 2,72
11 70 0,05 37,5 0,95 0,98 0,88
12 70 0,3 37,5 4,33 4,55 3,37
13 70 0,18 16,58 2,35 2,17 1,65
14 70 0,18 58,42 2,94 2,51 2,8

15 70 0,18 37,5 2,62 2,56 2,54
16 70 0,18 37,5 35 3,02 2,65
17 70 0,18 37,5 3,52 2,49 2,31

5.5  Planejamento experimental

Ao extrair compostos de interesse de matrizes naturais, € essencial ter conhecimento
da natureza e estabilidade do componente alvo. Com base nisso, para obter uma extracdo
eficiente e maximizar seu potencial extrativo, é fundamental analisar as varidveis envolvidas
no processo, como temperatura, razao solido/solvente e concentragdo de solvente. Nesse
estudo, a andlise dessas varidveis possibilitou uma extracdo mais rentdvel, permitindo
identificar a influéncia individual de cada uma delas e das suas interacdes no processo

extrativo.

A MRS consiste na criacdo de um modelo de regressao que descreve a relagdo entre as
varidveis independentes e a varidvel de resposta. Esse modelo permite visualizar o
comportamento e identificar a combinacdo ideal das varidveis independentes para otimizar a
resposta. Com base nessa abordagem, é possivel determinar o ponto 6timo das variaveis

independentes que resultard na resposta desejada (NOVAES et al., 2017).

5.5.1 Otimizacio do rendimento de extraciao dos FT
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A influéncia da relacdo entre a varidvel dependente (concentragdo fendlicos totais)
com as varidveis independentes (temperatura, razdo sélido/solvente e concentragdo de
solvente) para a extracdo de compostos fendlicos totais estdo ilustradas no diagramas de
Pareto nas Figuras 23, 24, 25, demonstrando os efeitos do processo extrativo com as
diferentes combinacdes de cloreto de colina: dcido oxdlico [Ch]CL:AO, cloreto de colina:
acido citrico [Ch]Cl:AC e cloreto de colina: 4cido litico [Ch]Cl:AL, respectivamente. Os
termos lineares sdo descritos pela letra L e os termos quadriticos pela letra Q. E, a
significincia dos efeitos destacados em negrito foi obtida pelo teste t apresentado na Tabela 9,

10 e 11, acompanhado do intervalo de confianga e o erro puro.

Figura 24 - Influéncia das varidveis e de suas interacoes sobre as varidveis de resposta no
processo de extracdo de FT no grao de café verde utilizando [Ch]Cl:AO

(2)Razdio(L) _j7031 ]

(3)Concentracio(L) % 1,569862

Concentracdo(Q) m-%?ssa
Razdo(Q) -.511234
Temperatura(Q) %.39?’9%8
(1)Temperatura(L) %.35%163
1Lby2L %_295960?
|

1Lby3L

2Lby3L %_0386?33

R

- 294876

p=105

Tabela 9 - Estimativa dos coeficientes de regressdo do modelo para as varidveis resposta
compostos fendlicos totais das extragdes com NADES [Ch]CI:AO

P Bda D 1@ p i el
Intercepto 3,113 0,296 10,531 0,009 1,841 4,385
(1) Temperatura (L) 0,098 0,278 0,353 0,758 -1,098 1,295
Temperatura (Q) 0,122 0,307 0,398 0,729 -1,199 1,444
(2) Razao (L) 1,957 0,278 7,031 0,020 0,759 3,154
Razao (Q) -0,158 0,310 -0,511 0,660 -1,492 1,175

(3) Concentragdo (L) 0,437 0,278 1,570 0,257 -0,760 1,633



Concentragdo (Q)
1L e 2L
1L e 3L
2L e 3L
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0,107
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Figura 25 - Influéncia das varidveis e de suas interacdes sobre as varidveis de resposta no

processo de extracdo de FT no grao de café verde utilizando [Ch]Cl:AC
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Tabela 10 - Estimativa dos coeficientes de regressdao do modelo para as varidveis resposta
compostos fendlicos totais das extragdes com NADES [Ch]Cl:AC

Intervalo de

Fatores Efeito 5:;;2 t(2) :2;2‘;’2:;; ((13 congz;nga
Intercepto 2,639 0,165 16,017 0,004 1,930 3,348
(1) Temperatura (L) 0,149 0,155 0,964 0,437 -0,517 0,816
Temperatura (Q) 0,443 0,171 2,586 0,123 -0,294 1,179
(2) Razao (L) 1,870 0,155 12,054 0,007 1,202 2,537
Razao (Q) 0,026 0,173 0,153 0,893 -0,717 0,770
(3) Concentracao (L) 0,203 0,155 1,312 0,320 -0,463 0,870
Concentracio (Q) -0,322 0,171  -1,884 0,200 -1,059 0,414
1L e 2L -0,131 0,202 -0,651 0,582 -1,000 0,737
1L e 3L -0,037 0,202 -0,183 0,871 -0,906 0,832
2L e3L -0,002 0,202 -0,009 0,993 -0,870 0,866
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Figura 26 - Influéncia das varidveis e de suas interacdes sobre as varidveis de resposta no
processo de extragdo de FT no grio de café verde utilizando [Ch]Cl:AL

(2)Razio(L) /// %9_99&
(3)Concentragao(L) ///%,‘3_334154
2Lby3L 1_551:423
(1)Temperatura(L) Wt%z%d
1Lby2L _994856}}
Temperatura(Q) %.83502? '
Razio(Q) %-.4{3994? |
Concentracdo(Q) %-2?2324
1Lby3L %_1 16602
'

Tabela 11 - Estimativa dos coeficientes de regressdo do modelo para as varidveis resposta
compostos fendlicos totais das extracdes com NADES [Ch]Cl:AL

o Beo D0 1) p s D de
Intercepto 2,421 0,100 24,156 0,002 1,990 2,852
(1) Temperatura (L) 0,216 0,094 2,291 0,149  -0,190 0,622
Temperatura (Q) 0,146 0,104 1,404 0,296 -0,302 0,594
(2) Razdo (L) 1,586 0,094 16,810 0,004 1,180 1,992
Razio (Q) -0,083 0,105 -0,790 0,512  -0,535 0,369
3) C"“(cf)“tm?ﬁ" 0,528 0,094 5,605 0,030 0,123 0,934
Concentragio (Q)  -0,048 0,104 -0,458 0,692  -0,496 0,400
1Le2L 0,205 0,123 1,672 0236  -0,323 0,733
1L e 3L 0,024 0,123 0,196 0,863  -0,504 0,553
2Le3L 0,320 0,123 2,608 0,121  -0,208 0,848

Os diagramas de Pareto, evidenciam os valores absolutos dos efeitos padronizados
desde o maior até o menor efeito. O grafico traca uma linha tracejada de referéncia para

identificar quais efeitos foram estatisticamente significativos, esta linha representa o nivel de
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significancia estatistica (p=0,05). Assim todos os fatores que ultrapassam esta linha
interferem no rendimento do composto em estudo. Os dados apresentados na Figura 23 e 24,
apontam que a razdo (2) tem influéncia na variacdo linear da resposta. E na Figura 25, a razao

(2) e a concentragdo (3) nesta ordem, indicam a influéncia na varidvel resposta.

A Tabela 9 e 10 mostram que o efeito linear da razdo € a varidvel mais significativa no
que tange o rendimento de extracdo de FT utilizando [Ch]Cl:AO e [Ch]Cl:AC, como solvente
extrator, a nivel de confianca de 95%. Ja na Tabela 11, as varidveis mais significativas sdo

razao (2) e concentragdo (3).

Os coeficientes de determinagdo alcancados, R?= 9222% para [Ch]Cl:AO, R’=
92,97% para [Ch]CI:AC e R?*= 94,43% para [Ch]Cl:AL, demonstram um bom valor de ajuste
do modelo aos dados, a um nivel de confianca de 95%, indicando que o modelo € capaz de

explicar grande parte da variabilidade apresentada pelas respostas.

As Figuras 26, 27 e 28 apresentam as superficies de resposta do planejamento, que
representam graficamente a relacdo entre a resposta e pares de varidveis de forma
tridimensional. Esses graficos sdo recursos uteis para avaliacdo e permitem a visualizacdo da
regido otima do sistema para maximizagdo da resposta. Para a construcao desses gréficos, foi
mantido um fator constante enquanto os outros dois foram variados, com o objetivo de

predizer a regido 6tima para a obtencdo do melhor rendimento dos compostos fendlicos totais.

Figura 27 - Superficie de resposta para o rendimento de FT com os efeitos arranjados de (1)
Temperatura e Razao (ii) Temperatura e Concentragdo (iii) Concentragcdo e Razao para
[Ch]CI:AO

ii) 1i)

potesy

manteRy
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Figura 28 - Superficie de resposta para o rendimento de FT com os efeitos arranjados de (i)
Temperatura e Razdo (ii) Temperatura e Concentragdo (iii) Concentrag¢do e Razio para
[Ch]CLI:AC

i) 1i1)

wentesa
wRotesa

Figura 29 - Superficie de resposta para o rendimento de F7T com os efeitos arranjados de (i)

Temperatura e Razao (ii) Temperatura e Concentracio (iii) Concentra¢do e Razao para
[Ch]CL:AL
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Ao examinar as superficies de resposta representadas graficamente, constata-se que
nas Figuras 26 e 27 os valores mais elevados da razio estdo associados a maiores rendimentos
de FT. Na Figura 28 observa-se que para o experimento em questdo, os rendimentos 6timos
sdo obtidos em condi¢des de maior razdo sélido:solvente e concentragdes mais elevados de

agua:solvente.

Contudo, € de suma importancia ressaltar que o aumento da relacdo entre o grao de
café verde e o solvente (razdo sélido:solvente) pode acarretar desafios experimentais. Isso se
torna particularmente evidente durante a etapa de separacdo, na qual o grao pode absorver
todo o solvente, impossibilitando a obten¢ao do extrato desejado apds o processo de extracao
assistida por microondas. Além disso, € imprescindivel considerar que o uso de maiores

quantidades de solvente e matéria-prima pode resultar em custos financeiros elevados. Nesse
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contexto, a aplicacdo de um planejamento experimental revela-se fundamental, pois
possibilita a integracdo da realidade da extracdo e a minimizag¢do do consumo de solventes,
indicando condi¢des ideais para a utilizacio de NADES como uma alternativa vidvel aos

solventes convencionais.

Uma estratégia amplamente adotada pela inddstria para aprimorar simultaneamente
diversas respostas € a utilizacdo do método de desejabilidade. Essa abordagem busca
identificar as condi¢des experimentais que permitam atender a todos os critérios estabelecidos
para as diferentes respostas e, a0 mesmo tempo, gerar o melhor valor possivel para a resposta
combinada, que é considerada a mais desejdvel. Em suma, o método de desejabilidade
possibilita a otimizagdo do processo ao converter multiplas varidveis de resposta em uma

unica funcdo composta, que incorpora todas as respostas relevantes de forma integrada

(CANDIOTT et al., 2014).

Este método proposto por Derringer e Suich (1980) permite encontrar as condi¢des
experimentais para obter, simultaneamente, o valor ideal para todas as varidveis avaliadas. Na
primeira etapa, uma di(y1) de fun¢do de conveniéncia individual para cada yi(k) da varidvel
resposta deve ser criado usando os modelos equipados e que estabelece os critérios de
otimizagdo. O desejo da fun¢do € sempre tomar valores entre 0 e 1, onde di(yi) = O para uma
resposta indesejavel e di(y1) = 1 representa um valor desejdvel, os valores intermedidrios de
di(y1) indicam respostas mais ou menos desejaveis. Assim, converte-se primeiro a resposta em
desejabilidade individuais (di) que varia de 0 a 1 (menor conveniéncia para maior
conveniéncia). As pontuacdes de cada desejabilidade individual para os valores previstos para
cada varidvel dependente sio combinadas em funcdo de conveniéncia geral denominada D.
Tanto a conveniéncia geral D e outro valor entre 0 e 1, é definida combinando os valores

individuais de conveniéncia di. Assim, a configuracdo ideal € determinada por maximizar D.

A Figura 29 apresenta os valores desejaveis obtidos no estudo, incluindo os perfis dos
valores otimizados, a funcdo de desejabilidade e os valores 6timos dos trés fatores

investigados no delineamento experimental.
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Figura 30 - Perfil previstos/otimizados e desejabilidade para o planejamento para as varidveis
resposta compostos fendlicos totais das extragcdes com NADES
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Os trés perfis da parte superior do grafico representam a razdo entre os valores
previstos e otimizados. O quarto perfil mostra a desejabilidade (D) desta razdo, que varia de 0
a 1. Evidenciando que quanto maior o valor de D mais conveniente € a resposta do sistema. E,
os trés perfis da parte inferior exibem a desejabilidade de cada variavel individual. Os valores
6timos correspondem ao valor que toca a linha tracejada vertical em vermelho. Com base nos
resultados obtidos, verificou-se que os valores desejdveis para maximizar os rendimentos
foram estimados em 86,73°C para a varidvel temperatura, 0,3 para a razio sélido:solvente e

58,42% para a concentracdo de dgua:solvente, conforme indicado pelo software.

A partir dos dados obtidos, realizou-se uma avaliacido tendo como referéncia somente
os valores desejdveis, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 12. A fim de se aferir a
viabilidade do NADES como solvente verde, foram realizados testes em condig¢des
equivalentes utilizando solventes convencionais, 0 que permitiu avaliar o potencial extrativo

do NADES, o qual se mostrou satisfatério em comparacdo com os demais solventes testados.
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Tabela 12 - Concentracdo média dos fendlicos totais presente nos extratos selecionados com
NADES, etanol e acetato de etila nas condi¢des 6timas

Solventes Concentracio (g. L)
Etanol 4,94 + 0,023
Acetato de Etila 0,24 £ 0,027
[Ch]CI:AO 5,27 £ 0,006
[Ch]CL:AC 5,06 £0,158
[Ch]CL:AL 5,27 £0,041

Analisando a capacidade extratora de cada solvente € possivel observar que os ensaios
utilizando NADES obteve rendimentos satisfatérios de fendlicos totais, garantindo que a

escolha desse solvente € uma alternativa ao uso de solventes convencionais.

A concentracdo do extrato em acetato de etila apresentou menores valores comparado
aos demais solventes, provavelmente, devido a afinidade dessas substancias pelo solvente
empregado. O acetato de etila € um solvente orgdnico muito usado para a extracdo de
compostos fenodlicos de plantas e outros materiais naturais. Contudo, as vezes, os rendimentos
da extragdo podem ser insatisfatérios. Varios elementos podem exercer influéncia no
desempenho da extracdo de compostos fendlicos por meio do uso de acetato de etila, como a
tipologia dos compostos fendlicos encontrados na matéria-prima. A qualidade do solvente
também pode ser fator critico, neste ensaio o acetato de etila foi utilizado com a adi¢ao de
dgua. A adicdo da pode causar competicdo entre a dgua e os compostos organicos pela
interagdo com o acetato de etila, o que pode diminuir a eficiéncia da extragdo. Um estudo
realizado por Moreira et al. (2014) mostrou que o acetato de etila apresentou rendimentos
menores do café quando comparados a outros solventes. No presente estudo, foi constatado

que os NADES maiores rendimentos foram [Ch]CI:AO e [Ch]Cl:AL.

O 4cido oxalico tem sido investigado como um liquido i6nico para extrair compostos
fendlicos de diferentes fontes como plantas e residuos agricolas. Estudos mostraram
resultados promissores usando 4cido oxdlico como DES na extragdo de compostos fendlicos.
Um estudo mostrou que um solvente eutético com dcido oxdlico extraiu 45% mais fendlicos
da casca de uva em comparacdo com solventes a base de metanol e dgua (CVIJETKO

BUBALO et al., 2016).

Pesquisas conduzidas por Bakirtzi, Triantafyllidou e Makris (2016), Fanali et al.

(2021) e Kaoui et al. (2022) também mostraram melhores resultados na extragao de
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compostos fendlicos quando utilizaram a combinacdo [Ch]Cl:AL. O &cido litico é um
composto organico que pode ser usado como solvente para extrair compostos fendlicos de
plantas, que possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Sua utilizagdo como
NADES, obtido de fontes renovaveis como a cana-de-actcar, reduz o impacto ambiental em
comparacdo aos solventes convencionais, sendo menos téxico e mais biodegradavel. A
extracdo de compostos fendlicos de plantas como uva, café, chd verde e alecrim tem sido
bem-sucedida com o dcido latico. Estudos indicam que o uso de NADES com acido latico
resulta em altos rendimentos de compostos fendlicos, benéficos para as industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. No
entanto, o rendimento depende da composicdo do NADES, concentracdao de dcido latico,
tempo, temperatura e tipo da matriz vegetal utilizada. A otimizagdo desses parametros €
essencial para obter maior rendimento de compostos fendlicos durante a extragdo com
NADES contendo acido latico (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2002; RUESGAS-
RAMON; FIGUEROA-ESPINOZA; DURAND, 2017; ALSAUD; SHAHBAZ; FARID,
2021; MORGANA et al., 2022).

5.6  Extracio e caracterizacao dos acidos clorogénicos (ACG)

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se concentracdes satisfatorias de FT
nos extratos utilizando os NADES. Assim, visando otimizacdo do tempo e economia de
reagentes, apenas 0 NADES [Ch]CL:AO foi escolhido para determinagdo da porcentagem de
acidos clorogénicos no extrato dos graos de café verde. O teor de ACG encontrado foi de
12,48%. No entanto, observou-se uma discrepancia nos valores encontrados para ACG obtido
com NADES, em comparacdo com estudos previamente relatados por Dado, Asresahegn e
Goroya (2019) e Navarra et al. (2017), onde sdo encontrados valores de 5% a 6%. Os
solventes utilizados nos estudos mencionados foram diclorometano e etanol. As possiveis
explicacdes para esses fatos sdo: aplicacdo de um solvente ndo utilizado anteriormente, desta
forma ndo ha dados na literatura para comparacdo, a diferenca no método de extracdao
utilizado, os solventes e a interferéncia do NADES na quantificacdo do soluto, devido a

dificuldade de separar o composto do solvente e ao alto custo do processo de separacao.

Por fim, € importante ressaltar que a pesquisa cientifica € um processo continuo e que

novos estudos podem fornecer informagdes adicionais sobre a concentragcdo de ACG no
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extrato de café verde obtido com NADES e novas metodologias de quantificacio podem

elucidar os resultados obtidos.

5.7  Extracio e caracterizacio da atividade antioxidante (AA)

Os resultados na Tabela 13 demostram o percentual de atividade antioxidante (%AA),

que indica a porcentagem de inibi¢do ou sequestro do radical DPPH.

Tabela 13 - Atividade sequestrante do radical DPPH (%) dos extratos dos graos de café verde
obtidos com os NADES e solventes convencionais

Solventes % AA
Etanol 91,25
Acetato de Etila 95,49
[Ch]CL:AO 95,31
[Ch]CL:AC 95,85
[Ch]Cl:AL 95,90

A atividade antioxidante estd relacionada ao consumo de DPPH pela amostra. Quanto
maior este consumo, maior o valor da atividade antioxidante. Logo, tanto os extratos com
NADES, quanto com solventes convencionais, demonstraram atividades antioxidantes
significativas e valores proximos. Um estudo realizado por Andreo e Jorge (2006) indica que
a dgua, devido a sua polaridade, € eficiente na extracdo de compostos fendlicos com atividade
antioxidante, o que pode ter contribuido para a melhor extracio das amostras neste estudo,

pois as condigdes Otimas para a variavel concentragdo dgua:solvente foi de 58,42%.

Naidu et al. (2008) observou que os cafés verdes da espécie ardbica exibiram valores
de atividade sequestrante de radicais livres superiores a 80%. Além disso, o estudo conduzido
por Rodrigues (2012) apoia os resultados obtidos neste estudo, ao demonstrar que safras de
café com maior quantidade de frutos verdes apresentam teores mais elevados de fendlicos
com capacidade antioxidante. Essa descoberta estd em consonancia com as conclusdes do
presente estudo, uma vez que a biomassa empregada consistiu de graos de café verde in

natura.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, demonstrou-se a viabilidade da extracdo de compostos bioativos
dos graos de café verde por meio de solventes alternativos e da técnica de extracdo assistida
por microondas. Os resultados obtidos confirmam a versatilidade dos NADES, ressaltando a
influéncia do método de extrac@o e da composicdo molecular desse solvente na quantidade de
compostos extraidos. Identificou-se a presenca de fendlicos totais, dcidos clorogénicos e
capacidade antioxidante no café. Esses resultados reforcam a importancia do café como fonte
de compostos com propriedades benéficas a saide, que podem desempenhar um papel

significativo na prevenc¢do de doengas relacionadas ao estresse oxidativo.

A utilizagdo de solventes eutéticos profundos naturais, mostrou-se eficaz na extracao
de compostos fendlicos. Essas combinacdes de NADES apresentaram boa aplicabilidade e
rendimentos considerdveis, aspecto que ndo havia sido explorado em estudos anteriores.
Portanto, € recomendavel dedicar maior atencdo a essa alternativa promissora de extragdo.
Destaca-se também o uso da metodologia de superficie de resposta para otimizar as condi¢des
do processo, resultando em rendimentos superiores em comparacdo aos métodos
convencionais. Isso contribui para a eficiéncia, economia e objetividade na otimizagdo de

procedimentos com multiplas respostas.

Apesar das diferencas nos valores de ACG em relagdo a literatura, este estudo nio
perde sua importancia; pelo contrdrio, abre caminho para futuras pesquisas que possam
explorar outras abordagens na extragdo e quantificagdo de ACG, sem a necessidade de um

processo de separacdo entre o composto e o solvente, evitando custos adicionais.

E importante ressaltar que, no que diz respeito a compostos naturais, como a matéria-
prima utilizada neste estudo, podem ocorrer variacdes normais na concentracdo desses
compostos devido a qualidade dos grdos de café verde, como condicdes de cultivo e
processamento pds-colheita. Portanto, os dados apresentados neste estudo refletem uma
condicdo especifica, levando em consideragdo também a influéncia do solvente presente no

extrato.

A otimizacao dos dados por meio da metodologia de resposta e os resultados obtidos
nos testes de quantificagdo possuem um significado substancial para validar que os NADES
sdo solventes promissores, devido a sua eficécia, baixo custo e capacidade seletiva em relacao

a compostos especificos.
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Portanto, apesar de algumas diferencas em relacdo aos resultados descritos na
literatura, esta pesquisa proporciona avangos € abre perspectivas para futuras investigacoes.
Ao explorar novas abordagens de extracdo de compostos bioativos dos grdos de café verde,
utilizando solventes alternativos e a técnica de extracdo assistida por microondas, o estudo
contribui para o avango do conhecimento cientifico nessa drea. Os resultados obtidos
fornecem informagdes valiosas sobre a influéncia dos NADES, do método de extracdo e da
composi¢do molecular no perfil de compostos extraidos do café. Essas descobertas
possibilitam investigacdes adicionais e aprimoramentos metodoldgicos, impulsionando a

otimizacdo dos processos de extracdo e quantificagdo de compostos bioativos.
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