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RESUMO

O silverskin € um residuo, rico em compostos antioxidantes, como o acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA) e a cafeina (CAF), produzido durante a torrefacdo dos gréos
de café. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia de extracéo,
aliando a extracéo assistida por ultrassom e o planejamento de experimentos, para a
recuperagdo simultanea do 5-CQA e da CAF da silverskin. Os extratos gerados
foram caracterizados e tiveram a capacidade antioxidante e a toxicidade
investigadas. A metodologia de superficie de resposta e a funcdo Desejabilidade
foram empregadas na otimizacdo da extracdo. A LC-DAD/MS" foi utilizada para a
caracterizacdo dos extratos, os métodos de sequestro do radical DPPH e de
reducédo do ferro (FRAP), para avaliar a capacidade antioxidante; enquanto o ensaio
da Artemia salina foi usando para avaliar a toxicidade. As condi¢cbes 6timas de
extracdo foram: 45 % de etanol em agua como solvente de extracdo, razdo amostra-
solvente 1/20, extracdo por 7 min a 59 °C, com rendimentos de 5-ACQ e CAF de
respectivamente 2,00 e 6,26 mg g*'. No total, 9 derivados clorogénicos foram
tentativamente identificados. Os teores de teofilina, acido cafeico e derivados
clorogénicos foram respectivamente: 0,53, 0,06 e 4,40 mg g*. O extrato demonstrou
consideravel capacidade antioxidante, com concentracdo eficiente de 46,87 mg L™ e
capacidade redutora de ferro de 152,71 uM de FeSO4 g™, além de alta toxicidade. O
método desenvolvido obteve rendimento similar ao da extracdo solido-liquido para o
5-ACQ.

Palavras-chave: Quimica Analitica; Acido Clorogénico; Cafeina, Extracdo Assistida
por Ultrassom; Planejamento de Experimentos.
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ABSTRACT

Silverskin is a waste generated during the coffee beans roasting. This residue has
been showing antioxidant compounds, mainly 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) and
caffeine (CAF). The aim of this study was used the design of experiments and
ultrasound-assisted extraction to develop an extraction method for the efficient
recovery of 5-CQA and CAF from silverskin, simultaneously. In addition, the
optimized extract was characterized, and its antioxidant capacity and acute toxicity
were investigated. The response surface methodology and Desirability function were
employed to optimize the extraction. The chemical characterization was carry out by
LC-DAD/ESI-MS". Antioxidant capacity was evaluated by DPPH (2, 2-diphenyl-1
picryl hydrazyl) and FRAP (ferric reducing antioxidant power) methods and the acute
toxicity by Artemia salina assay. The optimal extraction conditions were 45.0 %
ethanol in water, the solid-to-liquid ratio was 1:20, and extraction for 7.0 min at 59 °C.
Under optimal conditions, the yield of 5-CQA and CAF were 2.00 and 6.26 mg g™,
respectively. Theophylline, caffeic acid, and total chlorogenic acid concentrations
were 0.53, 0.06 e 4.40 mg g™, respectively and 9 chlorogenic acids were identified in
the extract. The extract showed considerable antioxidant capacity, with efficient
concentration value of 46,87 mg L™ in the DPPH assay and 152,71 uyM FeSO, g*
(FRAP) and high toxicity. The developed extraction methodology showed similar
performance as solid-liquid extraction to 5-CQA yield.

Keywords: Analytical Chemistry; Chlorogenic Acid; Caffeine; Ultrasound-assisted
Extraction; Design of Experiments.
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1. INTRODUCAO

Antioxidantes sao substancias que possuem a habilidade de retardar ou inibir
0 processo de auto-oxidagdo — oxidagdo mediada por radicais livres — tanto em
produtos orgéanicos (alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos), quanto em
organismos vivos.? O desequilibrio entre a producéo e a eliminacédo dos produtos da
reacdo de auto-oxidacdo pode levar a uma série de doengas como cancer, diabetes,
aterosclerose, doencas cardiovasculares, neurolégicas, etc.® A auto-oxidagéo
também é responsavel pela deterioracdo dos produtos manufaturados, acarretando
prejuizos financeiros e danos a saude.”

A parte os mecanismos enddégenos de prote¢do contra a auto-oxidagio, a
dieta é a principal fonte de antioxidantes dos organismos vivos.* Na industria,
antioxidantes sintéticos sao adicionados a praticamente todos os produtos orgéanicos
processados, a fim de aumentar o tempo de vida Gtil.> Apesar dos antioxidantes
sintéticos serem eficazes na inibicdo do processo oxidativo, varios efeitos adversos
ja foram associados & sua ingest&o0.%’

Compostos naturais com pronunciada atividade antioxidante, como os acidos
clorogénicos® e a cafeina,’® tém despertado o interesse das indUstrias de alimentos e
farmacéutica, devido a duas possibilidades de aplicacdo: (I) como ingredientes
ativos em formulacdes de alimentos funcionais, produtos nutracéuticos e cosmeéticos
e (II) como conservantes em alimentos e outros produtos industrializados, uma vez
gue sdo mais atraentes comercialmente e, de forma geral, menos toxicos que 0s
antioxidantes sintéticos.’*°

A agroindistria gera bilhdes de toneladas de residuos anualmente.'! As
técnicas convencionais de gerenciamento, como a disposicdo em aterros e a
incineracdo, sdo as mais aplicadas aos residuos agroindustriais.'*** Contudo, estes
residuos apresentam potencial para a geracdo de produtos com valor de mercado

(energia, produtos quimicos, materiais, etc.).****

Dentre as estratégias de
valorizacdo dos residuos agroindustriais, a extracdo de produtos quimicos vem
recebendo atencéo, devido a abundancia e baixo custo da matéria-prima e ao alto
valor dos produtos obtidos.*

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo.*® No ano de 2015,
foram produzidas 8,6 milhdes de toneladas de café verde.'” Os principais residuos

do processamento dos grdos de café sdo a silverskin (ou pele de prata), tegumento



gue recobre as sementes, produzida durante a etapa de torrefagdo, e a borra,
gerada durante a producdo do extrato viscoso e do café instantaneo.'®'® Estima-se
que o processo de torrefagéo produza 1,1 % de silverskin.?°

Em virtude do potencial como fonte de compostos bioativos,*® a silverskin
despertou o interesse de diversos pesquisadores. Estudos demonstraram que o0
residuo apresenta composi¢cdo quimica qualitativa semelhante a dos grédos de café
torrado, ou seja, rica em compostos polifendlicos, entre eles o acido 5-cafeoilquinico,
pertencente & familia dos &cidos clorogénicos, e a cafeina.?®?:%
Os extratos obtidos a partir da silverskin demonstraram pronunciada
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capacidade antioxidante, associada, principalmente, a presenca dos acidos

clorogénicos. Formulacdes cosméticas contendo extratos de silverskin mantiveram a

atividade antioxidante,?’-!

enquanto a incorporacdo dos extratos a sistemas
carreadores lipidicos nanoestruturados, promoveu a liberacdo de cafeina.®®> O
residuo também foi avaliado como ingrediente para a producdo de alimentos
funcionais,**3*% devido & alta quantidade de antioxidantes e fibras dietéticas. Por
outro lado, a literatura também descreve a presenca de ocratoxina A, uma
micotoxina patogénica, em amostras do residuo, o que poderia inviabilizar a sua
utilizac&o.**%’

A utilizacdo de residuos agroindustriais como fonte de compostos de alto
valor agregado depende da disponibilidade, facilidade de obtencdo e acesso,
rendimento e economia com que os produtos finais s&o obtidos.*® Procedimentos de
extracdo rapidos, econbmicos e ambientalmente corretos sdo a premissa para a
utilizacdo destes residuos.*® Apesar dos resultados promissores demonstrados pelos
extratos de silverskin, até o momento, praticamente metodologias convencionais de
extracdo dos compostos bioativos foram aplicados & matriz.?°?%2>273749-42 pjiada a
esta questdo, verifica-se a auséncia de metodologias de planejamento de
experimentos aplicados a extracdo dos compostos de interesse.

Diversas desvantagens estdo associadas aos métodos convencionais de
extracdo, entre elas, o alto consumo de solventes organicos e energia, somado ao
risco de degradacdo dos compostos bioativos pela utilizacdo de altas temperaturas
ou longos tempos de extracdo.”® Além disso, a auséncia de estudos acerca das
variaveis de extracdo pode ocasionar variagbes nos teores dos compostos ao longo

dos processos extrativos.**



As técnicas avancadas de extracdo, como a extracdo assistida por ultrassom
(UAE, do inglés inglés Ultrasound-Assisted Extraction), possibilitam processos mais
seletivos, reprodutivos, controlados e seguros, o que pode vir a representar um
grande avanco na prospeccao e recuperacdo de compostos bioativos em residuos
de alimentos.” Devido as inimeras vantagens, a UAE tem sido amplamente
aplicada a extracdo de acidos clorogénicos e cafeina de alimentos, residuos de
alimentos, plantas medicinais, etc.**"8

Tendo em vista a pronunciada atividade antioxidante do acido 5-cafeoilquinico
e da cafeina, e suas possiveis aplicacdes, esta tese visa otimizar os parametros da
UAE para a extracao destes compostos do residuo silverskin, a fim de obter os

maiores rendimentos extrativos possiveis para ambos, simultaneamente.



1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Extrair simultaneamente o acido 5-cafeoilquinico e a cafeina da silverskin por
meio da técnica de extracdo assistida por ultrassom; caracterizar quimicamente o

extrato gerado e avaliar sua capacidade antioxidante e toxicidade aguda.

1.1.2. Objetivos especificos

- Utilizar as ferramentas multivariadas: planejamento fatorial completo com
ponto central e metodologia de superficie de resposta, para otimizar os parametros
gue afetam a eficiencia do processo de extracdo assistida por ultrassom dos

compostos acido 5-cafeoilquinico e cafeina da silverskin;

- Comparar a eficiéncia de extracdo, em termos de acido 5-cafeoilquinico e

cafeina extraidos, das técnicas UAE e extracao solido-liquido;

- Quantificar, utilizando o método da padronizacdo externa, 0S compostos:
teobromina, teofilina e acido cafeico no extrato obtido por UAE, mediante a técnica

de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,

- Identificar tentativamente os compostos derivados clorogénicos no extrato
obtido por UAE, por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada a Espectrometria de Massas;

- Quantificar, por equivaléncia ao acido 5-cafeoilquinico, 0os compostos
tentativamente identificados como derivados clorogénicos, no extrato obtido por
UAE;

- Avaliar a capacidade antioxidante do extrato obtido por UAE, por meio das
metodologias do sequestro do radical DPPH e de reducdo do ferro (FRAP), e

investigar 0os possiveis responsaveis pela atividade;

- Avaliar a toxicidade aguda in vivo do extrato obtido por UAE, por meio do

ensaio da Artemia salina Leach.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A prospeccdo de compostos de alto valor agregado em residuos

agroindustriais

A atividade agricola e o processamento dos produtos agricolas geram bilhdes
de toneladas de residuos anualmente.'**® Os residuos da cadeia de producdo de
alimentos podem ser divididos em: (I) residuos da colheita ou do beneficiamento,
gue compreendem as partes ndo comestiveis das plantas (palha, talos, folhas,
raizes, galhos, etc.); (ll) residuos agroindustriais ou do processamento, que Sao 0S
materiais derivados do processamento pos-colheita (cascas, po, palha, bagaco,
serragem, espigas de milho, etc.) e (lll) residuos gerados apds a utilizacdo dos
alimentos processados.™

Parte significativa dos residuos da producao de alimentos esta associada ao
desperdicio e perdas ao longo do processo produtivo.’* De acordo com a
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo,* 1/3 dos alimentos
produzidos (1,3 bilhdes de toneladas por ano) sdo perdidos ou desperdicados.*® Por
outro lado, existem residuos considerados inevitaveis ao processo de producéo.®
No ambito da agroindustria, exemplos de residuos inevitaveis sdo as cascas, 0
bagaco e as sementes geradas durante o processamento de frutas.*

As técnicas convencionais de gerenciamento de residuos, como a disposi¢cao
em aterros e a incineracdo, sdo as mais aplicadas aos residuos agroindustriais.****
A disposicdo dos residuos em aterros pode causar problemas ambientais, como
lixiviacdo e emissdo de gas metano. Além disso, a pratica apresenta alto custo
econdmico e limitacBes legais.'> A incineracdo, por sua vez, é uma abordagem
obsoleta e pouco eficiente para este tipo de residuo, devido a caracteristicas do
mesmo, como os altos teores de agua.™*

Em menor escala, os residuos agroindustriais sdao empregados como
fertilizantes e na alimentacdo animal. Contudo, apesar destas praticas conferirem
certo grau de valorizacdo a estes residuos, geram produtos de baixo valor
agregado.?*3

Na busca pela diminuicdo do impacto gerado pelas praticas convencionais de
manejo dos residuos de alimentos, a diretiva 2008/98/CE da Unido Europeia™

introduziu novas diretrizes para a gestdo desta categoria de residuo. Segundo a
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diretiva, as abordagens aplicadas devem ter como foco a coleta separada, o
tratamento para garantir a maxima protecdo ambiental e o desenvolvimento de
técnicas para produzir materiais ambientalmente seguros a partir dos residuos de
alimentos.

A reducdo da geracdo de residuos ao longo da cadeia de producdo de
alimentos foi apontada como a terceira, entre as quinze areas, com maior
oportunidade de negdcios.> De acordo com este progndstico, todos os setores da
cadeia de producdo de alimentos, incluindo areas como logistica, processamento,
conservacao, energia, pesquisa, entre outros, possuem potencial para serem
explorados economicamente, devido a ineficiéncia dos processos atuais.

A conversao de residuos da agroindustria em recursos de alto valor agregado
insere-se no contexto da diminuicdo da geracdo de residuos.**** O potencial destes
residuos para a geracdo de produtos com valor de mercado (energia, produtos
guimicos, materiais, entre outros) deve-se, principalmente, a complexidade quimica
da matéria-prima, considerada a mais abundante e barata fonte de compostos
disponivel .}

Revisdes criticas da literatura abordando a valorizacdo dos residuos de

14455053 indicam que a extracéo de produtos quimicos pode se tornar tao

|.15

alimentos,
importante quanto a producédo de combustiveis. Segundo Tuck et al.”™ a extracdo de
produtos quimicos dos residuos € a opcao mais rentavel (1000 dolares por tonelada
de biomassa). Por outro lado, a demanda de mercado para os produtos ainda é
baixa, devido as vantagens dos processos tradicionais de obtencdo dos mesmos. Os
combustiveis sdo a segunda opcdo em termos de rentabilidade (200-400 ddlares por
tonelada de biomassa), porém possuem maior aplicabilidade e mercado consumidor.

Diferentes estratégias podem ser adotadas visando a recuperacdo de
produtos quimicos dos residuos da indastria de alimentos. Dentre as principais
abordagens destacam-se a recuperacdo direta dos compostos, por meio de
processos de extracdo convencionais ou avancados, e a obtencdo de compostos
protétipos, com posterior geracéo de analogos estruturais.™

Neste contexto, 0s processos de extragcdo parecem ser uma estratégia bem
sucedida, uma vez que diversos produtos foram extraidos de residuos
agroindustriais. Entre o0s produtos recuperados de residuos encontram-se
alcaloides,? antioxidantes,> pectinas,® proteinas,*® 6leos essenciais,”’ lipideos,>®

9 |61
)

compostos fendlicos,” enzimas,® glicero etc. Em alguns casos, os residuos
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gerados durante o processamento continham concentragdo mais elevada de
compostos bioativos do que os alimentos produzidos.®*?

O cenario atual indica que os residuos agroindustriais possuem grande
potencial para serem utilizados como matéria-prima na obtencdo de compostos de
alto valor.**#*%% Contudo, serd preciso garantir metodologias de extracdo
eficientes e seguras, que garantam velocidades de processamento proporcionais ao
volume de geracdo dos residuos.'® Além disso, o custo operacional e o valor dos
produtos alvo sédo os dois principais fatores que determinam se um processo de

conversao de biomassa é viavel ou ndo0.*
2.2. A producéao de café e adinamica da geragéo de residuos

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo (mais de 400 bilhdes
de copos por ano) e também a segunda maior commodity, atras somente da
indGstria do petréleo.’® Apenas no ano de 2015, foram produzidas cerca de 8,6
milhdes de toneladas de café verde."’

O café é internacionalmente comercializado sob a forma de grdos de café
verde e tem o Brasil como principal produtor mundial (2,6 milhdes de toneladas
produzidas em 2015) e segundo maior consumidor da bebida. Outros grandes
produtores sao o Vietna (1,6 milhées de toneladas ano), a Colémbia (0,8 milhdes de
toneladas ano) e a Indonésia (0,7 milhdes de toneladas ano).*®

O cafeeiro pertencente a familia Rubiaceae, género Coffea, e as principais
espécies, sob o ponto de vista agroecondémico, sdo a Coffea arabica (café Arabica) e
a Coffea canephora (café Robusta ou Conilon).®® Os frutos do cafeeiro sdo colhidos
cerca de 5 anos apés o plantio das arvores e constituem a porcéo do fruto com valor
comercial.®® De forma simplificada, o fruto do cafeeiro compreende as seguintes
estruturas:* epicarpo, polpa, camada de pectina, endocarpo, silverskin e sementes,

conforme pode ser visualizado na Figura 1.



Corte Central
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Silverskin \\
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Figura 1: Esquema representativo indicando as estruturas do fruto do cafeeiro.

Adaptado de Narita et al.*

As etapas iniciais do beneficiamento do café (colheita, selecdo, limpeza e
secagem) ocorrem nas fazendas, e visam a conversado dos frutos a graos de café
verde. A secagem, etapa fundamental para a qualidade do produto, pode ser
realizada mediante duas metodologias:*®®*%4

1. Por via seca: neste método, a secagem ocorre com a casca, polpa e
mucilagem aderidas ao fruto. A técnica origina o café natural, de terreiro ou coco; é
tecnologicamente simples e a mais empregada no Brasil.

2. Por via umida: neste método, o processo de secagem ocorre apos a
remocao da polpa e da casca dos frutos frescos.

O beneficiamento dos gréos ocorre apds a secagem e compreende as etapas
de limpeza, remocéo mecanica das cascas (no caso do café natural) e classificacéo.
Na sequéncia, os graos sao direcionados a industria nacional de torrefacdo ou
exportados.'®*?

O processo de torrefacdo dos graos ocorre na indastria e constitui outro passo
chave para a qualidade do produto.®® As varidveis temperatura e tempo s&o
aplicadas aos grdaos e levam a mudancas na composicdo quimica e,
consequentemente, nas atividades biologicas associadas ao produto. A principal
reacdo que ocorre durante o processo € a transformacdo de parte dos compostos
polifendlicos, presentes nos graos, em uma mistura complexa de produtos de reacao
de Maillard.*® Apés a torrefacdo, aproximadamente metade da producdo de grdos é
embalada (moidos ou nao) e direcionada ao mercado consumidor.

De maneira geral, metade da producao de café é utilizada para a obtenc¢éo do

19
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extrato viscoso e do café solavel.”™ O processo de produgéo consiste em submeter
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0s gréos torrados e moidos a extracdo com agua aquecida e pressurizada, a fim de
extrair os soélidos soluveis e compostos volateis. O extrato obtido é concentrado,
originando o extrato viscoso, utilizado nas industrias de bebidas, balas, confeitos,
sorvetes, ou, prosseguindo o processo de concentracdo, os granulos ou pé de café
instantaneo.*®

A cadeia de producdo do café estd intimamente associada a geracdo de
residuos.>*®® Nas etapas do beneficiamento, que ocorrem nos paises produtores,
0s principais residuos sao a polpa e a casca, que correspondem a 50 % em massa
dos frutos.®® Em contrapartida, as etapas do processamento industrial ocorrem nos
paises produtores e nos grandes centros compradores dos graos verdes (EUA,
Alemanha, Bélgica, Italia). Nestas etapas, os principais residuos gerados sao a
silverskin ou pelicula prateada (nomes usuais do tegumento que recobre as
sementes), gerada durante a etapa de torra, e a borra, por¢cado de solidos insolluveis
em agua, gerada durante a produc&o do extrato viscoso e do café instantaneo. 89

A borra € o residuo gerado em maior quantidade na industria de
processamento do café.’® Estima-se que a producdo de café solGvel a partir dos
graos verdes gere 65 % de borra. Com relacéo a silverskin, sua producao é inerente
ao processo de torrefacdo, ou seja, 0 processo de secagem dos grédos ndo esta
relacionado & geracéo do residuo.’®*® Estima-se que o processo de torra dos gréos
verdes produza 1,1 % de silverskin.®® A Figura 2 apresenta um fluxograma das

principais etapas da producédo do café, indicando os residuos gerados.

Moagem e

Torrefacao Extragao

Café Torrado Café Instantaneo

Residuos !
da fazenda ¥

@

g Y 38

Cascas e polpa Silverskin Borra do Café

Figura 2: Principais etapas da producgéo do café e os residuos gerados.
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A maior parte dos residuos gerados durante a producdo do café séo
incinerados ou descartados no meio ambiente, sem tratamento prévio.*® As unidades
de beneficiamento dos graos, localizadas nas fazendas ou arredores, néo
asseguram um pré-tratamento adequado a polpa e a casca geradas durante o
processo.’® Apenas uma parcela destes residuos é empregado como fertilizantes
para o solo, na alimentacdo de animais ou na compostagem.®®

No que diz respeito aos residuos industriais, parte da silverskin também é
utilizada como fertilizante ou racéo.'®!® Ao passo que a borra, por apresentar alto
poder calorifico, é utilizada como combustivel em caldeiras na propria industria
geradora.®’

A utilizacdo dos residuos da producdo de café como fertilizante ou na
alimentacdo animal, cobre apenas uma parcela do grande volume gerado.'®® Além
disso, os principais residuos (polpa, casca, borra e silverskin) séo ricos em polifendis
e taninos, compostos que, em determinadas condi¢des, apresentam efeito toxico

para os animais e o solo.*®
2.3. Silverskin: caracterizacdo quimica, atividades bioldgicas e aplicacdes

A adocédo de novas exigéncias legais para 0 manejo e descarte de residuos
industriais, impulsionou as pesquisas acerca da caracterizacdo e possibilidade de
reutilizacdo dos residuos das industrias de alimentos.”® Com os residuos da
producédo de café nao foi diferente. A borra, por ser gerada em maior quantidade,
tem sido a mais estudada.”® Contudo, observa-se pelo nimero crescente de
publicacdes, que a atencéo sobre a silverskin aumentou nos ultimos anos.

A silverskin tem sido objeto de diversos estudos, seja sob a dtica da

2123 extracdo de compostos bioativos,?

caracterizacdo da sua composicao quimica,
avaliacdo das atividades biolégicas dos extratos® ou producdo de bio-6leo.”” O

residuo também foi avaliado como ingrediente para a producdo de alimentos

34,35 27-32

funcionais e cosméticos.

2.3.1 Caracterizagdo quimica da silverskin

Uma vez que a silverskin estd em contato direto com o grdo do café,

presume-se que possa conter, pelo menos em parte, os compostos polifendlicos e
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alcaloides presentes nos gréos.** Em consequéncia disso, o residuo é considerado
uma fonte potencial de compostos bioativos.

As metilxantinas e os acidos clorogénicos (CGAs) sdo 0s principais
metabdlitos do café, devido as atividades biolégicas que apresentam.®®
Consequentemente, os estudos acerca da caracterizacdo quimica da silverskin
avaliaram a presenca e a concentracao destes compostos no residuo.

Diversos autores utilizaram a técnica de espectroscopia no ultravioleta-visivel
(UV-VIS) para identificar e quantificar os compostos fendlicos e flavondides totais
nos extratos de silverskin.?>2?"*! A abordagem permitiu confirmar a presenca destas
classes de compostos, em quantidades significativas, fato que foi associado a
pronunciada atividade antioxidante apresentada pelos extratos.

A caracterizacdo mais detalhada dos extratos de silverskin, por meio das
técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) ou simplesmente Cromatografia Liquida (LC,
do inglés Liguid Chromatography) com Detector de Arranjo de Diodos (DAD, do
inglés Diode Array Detector) e acoplada a Espectrometria de Massas (MS, do inglés
Mass Spectrometry), demonstrou que, de fato, a silverskin possui semelhancas
qualitativas com os grdos de café torrados. Assim como nos gréos de café,®® os
CGAs, principalmente o acido 5-cafeoilquinoco (5-CQA), e as metilxantinas,
principalmente cafeina (CAF), foram os compostos identificados como majoritarios

nos extratos de silverskin.2%-2440:42

2.3.1.1. Acidos clorogénicos: os principais polifendis presentes na silverskin

Os CGAs constituem uma familia de metabdlitos secundarios de plantas,
altamente bioativos, encontrados na natureza. Os compostos pertencentes a esta
classe, sédo classificados como acidos fendlicos, uma subclasse dos compostos
fendlicos ou polifendlicos.”

Os CGAs sdo formados pela reacdo de esterificacdo entre um ou mais
derivados do acido trans-cinamico (acidos cafeico, feralico, p-cumarico ou sinaptico)
e o acido quinico.” A Figura 3 apresenta as estruturas quimicas dos acidos que d&o

origem aos CGAs.
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HO R,=OH Acida Cafeico
HO )
OH OH R;=0CH; Acido Fertlico
0 R,=H Acido p-Cumdrico
Acido Quinico Acido trans-Cinamico

Figura 3: Estruturas quimicas do acido quinico e derivados do acido trans-cinamico.

O grupo de CGAs mais abundante na natureza é o dos isdbmeros do &cido
cafeoilquinico (CQAs). Estes compostos sdo formados pela reacdo de esterificacao
entre uma molécula de acido cafeico e uma de acido quinico, originando os trés
isémeros: 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA."

Quando a reacdo de esterificacdo se da entre os acidos quinico e ferdlico,
ocorre a formacéao dos trés isdbmeros do acido feruloilquinico (FQAS): 3-FQA, 4-FQA
e 5-FQA. Assim como, as reacfes entre os acidos quinico e p-cumarico formam o
grupo de isémeros do acido p-cumaroilquinico (CoQAs)."

As reacoes de esterificacdo também podem ocorrer entre duas moléculas de
acido cafeico e uma de acido quinico, formando os isémeros do acido
dicafeoilquinicos (diCQAs): 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQAs. De forma anéloga,
a reacdo pode ocorrer entre duas moléculas de acido ferulico e uma de acido
quinico, formando os isdbmeros do &cido diferuloilquinico (diFQAs)."

Os CGAs s&o os principais compostos fenélicos presentes no café.®® Dentre
eles, predominam os isémeros CQAs, especialmente o 5-CQA, e em menores
quantidades, os FQAs, diCQAs e diFQAs.”? Na Figura 4 estdo representadas as

estruturas quimicas de alguns CGAs presentes no café.

OH
Ry
HO
OH

[¢] o (o) OH \

0
o
OH o OH OH
HO' HO' 0 ¢ o
OH  on OH g y oH
! OH
R;=OH Acido 5-Cafeoilquinico HO /

] OH
R;=0CH; Acido 5-Feruloilquinico © o g
Ry=H Acido 5-p-Cumaroilquinico Acido 3,4-dicafeoilquinico Acido 4-Cafeoil,5-feruloilquinico

Figura 4: Estrutura quimica de derivados clorogénicos presentes nos graos de café.
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Os CGAs sofrem transformag¢des quimicas e diminuem drasticamente de
concentracdo durante o processo de torrefacdo dos graos, producéo de café soluvel
e da bebida café.®® No entanto, mesmo com as perdas sofridas durante os
processos, a bebida café é considerada a maior fonte de CGAs da dieta.”

Os CGAs séo utilizados como aditivos em bebidas, cosméticos e produtos a
base de chéas, como alimentos e medicamentos. As plantas Lonicera japonica Thunb
e Eucommia ulmoides Oliver constituem a principal fonte comercial dos compostos.”

Os CGAs estdo associados a diversas atividades biologicas, como

77
|

antioxidante,”” antibacteriana,’® antiviral’”’ e antifingica,”® combinada & baixa

toxicidade. Segundo estudos, os CGAs estariam relacionados a eficacia
neuroprotetiva apresentada pelo café.”

Compostos naturais com alta atividade antioxidante, como os CGAs, possuem
potencial para serem utilizados como conservantes em alimentos e cosméticos.™
Embora os antioxidantes sintéticos sejam eficazes na inibicdo do processo oxidativo,
diversos efeitos adversos tém sido associados & sua ingestdo.” Os antioxidantes
sintéticos mais utilizados, como hidroxitolueno butilado e hidroxianisol butilado,
foram relacionados a danos a saude, como o aumento do figado e da atividade
enzimatica microssomal, além de converterem algumas substancias ingeridas a
téxicas e cancerigenas.®

Os CGAs foram identificados pela primeira vez nos extratos de silverskin por
Borrelli et al.*® Neste estudo, os extratos hidroalcodlicos foram analisados por HPLC-
DAD e o 5-CQA foi identificado como o CGA majoritario. Os derivados clorogénicos
foram identificados pelos espectros de absorcdo caracteristicos no UV-Vis (A de
maxima absorcdo em 325 nm) e pela comparacdo dos dados cromatogréaficos e
espectrofotométricos com os do padréao analitico do 5-CQA.

Resultados semelhantes aos mencionados anteriormente foram obtidos,
utilizando a mesma abordagem analitica, para os extratos hidroalcodlico e aquoso
de silverskin.?*?* Ainda utilizando HPLC-DAD, porém com um conjunto maior de
padrdes, foram identificados, no extrato hidroetandlico de silverskin, os trés isdbmeros
dos grupos CQA e diCQA.?

A aplicacdo da técnica de LC/MS na caracterizacdo dos extratos de silverskin
possibilitou a identificacdo de uma gama maior de CGAs. Além dos compostos
anteriormente descritos, foram identificados os trés isbmeros FQA, dois isbmeros do

acido cafeoilferuloilquinico (CFQA) e um isémero CoQA no extrato hidroetanélico.?
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No entanto, devido a auséncia de padrdes e as semelhancas na fragmentagcédo dos
isdmeros, néo foi possivel a distingdo entre os compostos de um mesmo grupo.

Os extratos aquosos de silverskin (espécies Robusta e Arabica) foram
analisados por LC/MS.** Além dos compostos ja descritos anteriormente,?® foram
identificados os &cidos cafeico e ferulico, dois isbmeros do acido dimetoxicinamico,

um isdmero do acido dimetoxicinamoilquinico, cafeoil triptofano e cumaroil triptofano.
2.3.1.2. Cafeina: a principal metilxantina presente na silverskin

As metilxantinas sdo metabolitos secundarios, pertencentes a classe dos
alcaloides. Estes compostos sdo produzidos por um numero limitado de espécies
botanicas, entre elas a Camellia sinensis L. (cha), Coffea sp. (café) e Theobroma
cacao L. (cacau). As metilxantinas mais relevantes sdo a cafeina, teobromina e
teofilina.? As estruturas quimicas das principais metilxantinas estéo representadas

na Figura 5.

g 0 N \N)H/:N/ | i N/
I 1y J e LIy
T | T

Teofilina Cafeina Teobromina

Figura 5: Estruturas quimicas das principais metilxantinas.

Devido as suas propriedades estimulantes sobre os sistemas nervoso e
cardiaco, a cafeina (CAF) é a metilxantina mais conhecida e estudada.’® O
composto esta presente nos graos de café verde, em concentracdes variando de 0,9
a 1,3 %, na espécie Arabica e de 1,5 e 2,5 %, na Robusta. Devido a estabilidade
térmica, as concentracdoes de CAF permanecem constantes, mesmo apds o
processo de torra dos gréos.®

A CAF é a substancia psicoativa mais consumida do mundo. # O composto é
empregado como estimulante, em alimentos e produtos farmacéuticos, e € obtido
por meio de fontes naturais (plantas ricas no alcaloide) e sintéticas. Os dados da
producéo de CAF sao escassos, e registros de 1999 relatam a producgao anual de
10000 — 15000 toneladas anuais. Deste montante, 3000 — 4000 toneladas eram
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provenientes de fontes naturais, obtidas por meio do processo de descafeinacdo do
café e do chi. Apesar da falta de registros, acredita-se que a demanda pelo
alcaloide tenha crescido, uma vez que somente a producdo chinesa do composto
sintético chegou a 8000 toneladas em 2011.%

O valor comercial da CAF natural € superior a sintética, resultado da grande
demanda pelo produto, principalmente para a fabricacdo de bebidas. Os produtos
contendo cafeina extraida de fontes naturais possuem o apelo dos chamados
“produtos saudaveis”. Ademais, 0 composto sintético pode levar mais facilmente a
estados de ansiedade e ins6nia.®"?

Além da atividade estimulante, a CAF € associada a atividade antioxidante,
anti-inflamatéria e antiapoptética.®® Parte dos efeitos neuroprotetores apregoados ao
café, podem estar relacionados a capacidade antioxidante desta metilxantina.
Estudos tém demonstrado a eficiéncia da CAF em captar radicais hidroxila e
metoxila, 0 que poderia explicar a atividade antioxidante do composto.*

A CAF tem sido utilizada em formulagcdes cosmeéticas devido as suas
atividades bioldgicas e a habilidade de penetracéo na barreira cutanea.’ O composto
€ usado como ingrediente ativo em formulagdes anticelulite, pois previne o acumulo
excessivo de gordura nas células. Além disso, a atividade antioxidante do composto
tem sido associada a sua atividade fotoprotetora.

Os teores de CAF na silverskin das variedades Arabica e Robusta foram
determinados por meio da conversdo do teor de nitrogénio total em CAF.* As
concentracdes variaram entre 0,81 e 1,37 mg g™ de residuo e ndo houve correlacéo
entre os teores do alcaloide e as espécies avaliadas.

A cromatografia liquida € a técnica mais empregada para a analise das
metilxantinas em amostras de café.”> O monitoramento da CAF no A de 272 nm,
confere seletividade ao método, melhorando a preciséo e exatidao.

A HPLC-DAD foi utilizada para avaliar a concentracdo de CAF nos extratos
aquosos de silverskin (mistura de Arabica e Robusta).?® Os valores variaram entre
4,1 e 4,4 mg g* de residuo. Os extratos aquosos de silverskin (Arébica) também
foram quantificados por meio da técnica, com resultados de 19 mg g™ de residuo.*

1. encontraram concentracdes similares do alcaloide (3,7 mg g™

Panusa et a
residuo) nos extratos aquosos de silverskin das duas espécies de café. Regazzoni et
al.?? quantificaram CAF no extrato hidroalcodlico de silverskin (Arébica), encontrando

teores de 13,6 mg g™ de residuo.
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2.3.2. Atividade antioxidante versus toxicidade associadas a silverskin

A oxidacdo da matéria organica ocorre principalmente pelo processo mediado
por radicais livres, denominado auto-oxidacdo.? A auto-oxidacdo ocorre de forma
similar, tanto em produtos organicos (alimentos, cosmeéticos, produtos
farmacéuticos), quanto em organismos vivos. Os produtos da auto-oxidagao
(radicais livres e moléculas) sdo chamados de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés Reactive Oxygen Species).?*

O processo de auto-oxidacdo é sempre iniciado por uma espécie radicalar X*
(Figura 6), com habilidade para reagir com um substrato RH, normalmente por

abstracdo de um &tomo de hidrogénio, gerando o radical alquil R*.%®
Propagacdo
A
Iniciagdo d A
AL 0, Terminagao
’ A A
XH 4 A\
EX- i+ RH ROO- ROO- Produtos nao-radicalares
Lo
Antioxidantes >.< \
Preventivos !
ROOH “.ROOH + A~

Antioxidantes de
quebra de cadeia

Figura 6: Reacdes do processo de auto-oxidacdo. Adaptado de Amorati et al.?

A espécie radicalar formada ira reagir com oxigénio, gerando o radical peroxil
(ROO*®). O radical peroxil atacara outra molécula de substrato, dando origem ao
hidroperéxido organico ROOH (substrato oxidado) e um novo radical alquil. Esta
etapa da reacdo, chamada propagacao, é ciclica, e ocorre até o0 momento em que
dois radicais reagem entre si, findando o processo, na etapa de terminagéo.*®

As ROS sédo produtos normais do metabolismo celular de plantas e animais,
nos quais desempenham papéis fundamentais para a sobrevivéncia das células.®> O
desequilibrio entre sua producdo e eliminacdo gera o processo chamado estresse
oxidativo. Nas ultimas décadas, inUmeras pesquisas tém revelado o mecanismo pelo

qual o estresse oxidativo continuo pode levar a inflamacao croénica, e esta, por sua
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vez, a uma série de processos fisiopatolégicos como o envelhecimento, o cancer, a
diabetes, a aterosclerose, as doencas cardiovasculares, neuroldgicas e pulmonares,
entre outros.*®

A forma mais efetiva de proteger as moléculas da reatividade do oxigénio é
utilizar antioxidantes.® Antioxidantes sdo substancias enddgenas ou exdgenas que,
mesmo em pequenas quantidades, tem a habilidade de retardar ou inibir a auto-
oxidacao de moléculas oxidaveis. Os lipideos, as proteinas e os carboidratos séo
exemplos de compostos tipicamente oxidaveis.?

Os antioxidantes diretos sdo compostos capazes de interromper ou prejudicar
o processo de auto-oxidacdo.? Eles podem atuar preventivamente, como a enzima
catalase, que interfere na etapa de iniciacao da reacao, ou “quebrando” a reacéo, ao
competirem com os reagentes do estagio de propagacdo, como por exemplo, o
radical peroxil, de forma mais rapida que o substrato oxidavel. Outro aspecto
importante, € que os produtos de reacdo dos antioxidantes ndo propagam a cadeia
da auto-oxidacao.?®

Além dos antioxidantes diretos, existem os indiretos. Estes compostos atuam
induzindo a expresséo de antioxidantes enddgenos, por exemplo, a expressao de
enzimas antioxidantes.?

Por outro lado, os pro-oxidantes sdo compostos habeis em acelerar o
processo de auto-oxidacdo ou o0 dano oxidativo. Eles agem diminuindo a
concentracdo dos agentes antioxidantes ou aumentando a geracdo de radicais
livres. Muitas vezes, um antioxidante pode atuar como pro-oxidante, dependendo
das condi¢es do meio reacional.?®

Os compostos fendlicos sdo o0s antioxidantes naturais diretos mais
importantes e efetivos.? Devido a sua estrutura quimica, cada molécula destes
compostos tem a capacidade de sequestrar duas moléculas do radical peroxil.
Algumas classes de compostos fendlicos podem atuar, simultaneamente, pelos trés
mecanismos antioxidantes citados anteriormente, dependo das condi¢cdes do
sistema reacional.®®
A atividade antioxidante foi avaliada em praticamente todos os estudos

relacionados a silverskin. A Tabela | apresenta os resultados destes trabalhos,

assim como, as metodologias utilizadas para a avaliagéo.
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Tabela I: Metodologias empregadas e resultados obtidos nos estudos acerca da

capacidade antioxidante dos extratos de silverskin.

Tipo de extrato Metodologias e valores Referéncias

ABTS: 175000 pmol da AAET; DMPD: 200000 pmol 36

Metandlico (ABTS) | da AAEAA *

e aquoso (DMPA) | ABTS:100000 - 400000 pmol da AAET; DMPA: -
50000 - 750000 pymol da AAEAA *

. DPPH: 386 pmol da AAET; FRAP: 216 umol da 27

Etanolico AAESE *
DPPH: inibiu 65 % da absorvancia do DPPH; FRAP: e
0.03 mmol da AAESF *
DPPH: 379 umol da AAET; ORAC: 2629 umol da 23
AAET (por grama de extrato seco)
FRAP: 139 mmol da AAESF (por kg de silverskin) 21

Aguoso m
ABTS: 319 umol da AAEAC *

Arébica: ABTS: 9 mg da AAET; DPPH: 7mg da
AAET; FRAP: 10 mg da AAET *

Robusta: ABTS: 16 mg da AAET; DPPH: 9 mg da
AAET; FRAP: 15 mg da AAET *

42

DPPH: 60 % da atividade do HAB (500 ppm extrato) 24
DPPH: 18,24 uymol da AAET; FRAP: 0.83 mmol da 25
AAESF *

DPPH: 326 mg da AAET; FRAP: 1791 mg da 26

Hidroalcodlico AAESF (por litro de extrato)

ABTS: 598 umol da AAET; FRAP: 654 pmol da 20
AAET *

DPPH: ECs0=11 ug.mL™; ORAC: 3 ug.mL™ da AAET 22

(extrato bruto)
* por grama de silverskin; ABTS: 2,20-azino-bis (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico); AAET: atividade antioxidante equivalente ao trolox; AAEAA: atividade
antioxidante equivalente ao acido ascorbico; AAEAC: atividade antioxidante equivalente ao
5-CQA; AAESF: atividade antioxidante equivalente ao sulfato ferroso; HAB: hidroxianisol
butilado; DMPD: N,N-dimetil-p-fenilenodiamino; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, ORAC:
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio e FRAP: poder antioxidante redutor do
ferro.

20,25,27,41,42,85

Diversos autores atribuiram a atividade antioxidante observada

nos extratos de silverskin aos compostos polifendlicos totais presentes nas

amostras. Borrelli et al.®®

salientaram a possivel presenca de melanoidinas, uma
classe de compostos fendlicos com pronunciada atividade antioxidante, como um

dos possiveis responsaveis pela atividade.
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Murthy et al.** atribuiram a atividade antioxidante dos extratos
especificamente aos derivados clorogénicos. Enquanto a semelhanca entre os
valores da atividade antioxidante do extrato de silverskin e do padréo de 5-CQA,

levou alguns autores?*°

a concluséo que este composto era o principal responsavel
pela atividade do extrato.

Contudo, Narita et al.?® desenvolveram um estudo minucioso visando a
otimizacdo da extracdo de compostos com alta atividade antioxidante da silverskin.
Surpreendentemente, o extrato com maior atividade antioxidante ndo continha o 5-
CQA, mas altos teores de CAF. Os autores atribuiram a maior atividade antioxidante
do extrato a possivel presenca de proteinas e peptideos.

Os extratos aquosos de silverskin  demonstraram  propriedade
antienvelhecimento frente a células humanas.*® No estudo, foi utilizado um modelo
de geracdo de estresse oxidativo induzido por agentes fisico (radiacdo) e quimico
(hidroperoxido de terc-butila) sob as células. De acordo com os autores, a atividade
antienvelhecimento esta intimamente associada a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes no extrato.

Além da atividade antioxidante, os extratos de silverskin apresentaram
atividade antimicrobiana.?” A atividade estaria relacionada & presenca dos polifenéis
na amostra. Segundo os autores, a acao antimicrobiana associada a atividade
antioxidante é vantajosa, quando se trata de compostos que serdo incorporados a
preparacdes cosméticas, uma vez que tais compostos podem atuar tanto como
antioxidantes, quanto preservar a formulacdo. Contudo, estudos conduzidos por
Jimenez-Zamora et al.?’ ndo confirmaram a atividade antimicrobiana dos extratos
relatada anteriormente.

Se por um lado, diversos estudos tém demonstrado o potencial da silverskin
como fonte de compostos bioativos, por outro, a possivel contaminacéo do residuo
por micotoxinas tem despertado a atencdo de pesquisadores. Micotoxinas Sao
metabolitos secundarios produzidos por fungos e podem contaminar diversos
produtos agricolas.®” O consumo de alimentos contaminados por estes compostos
pode causar sérios problemas a saude humana e animal. Determinadas micotoxinas
tém afinidade por 6rgaos ou tecido, sendo o figado, os rins e 0 sistema nervoso os
mais atingidos.®® Estima-se que 25 % da producdo agricola mundial possa estar

contaminada por micotoxinas.?®
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A ocratoxina A (OTA) é a principal micotoxina encontrada nos gréos de café.”
A OTA é classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer como
possivelmente carcinogénica para seres humanos (grupo B2).** Esta micotoxina é a
Unica monitorada nos produtos a base de café na Unido Europeia, com teores
maximos estabelecidos para os grdos de café torrados e café solavel de
respectivamente 5 e 10 pg kg™.%

A ocratoxina A foi identificada em extratos de silverskin, em niveis abaixo do
limite de quantificacdo da metodologia desenvolvida no estudo (4 pg kg™).*® No

entanto, Toschi et al.*’

verificaram, em amostras de silverskin, concentracbes de
OTA 3 vezes superiores aos limites permitidos. Contudo, os extratos de silverskin
nao apresentaram efeito citotoxico in vitro em ensaios frente a células

93,94 27,40

pancreéticas,’®%* epiteliais®”*° e fibroblastos.*

2.3.3. Aplicacdes dos extratos de silverskin

Os estudos voltados as aplicacdes da silverskin exploraram, principalmente, a
atividade antioxidante dos extratos. Em uma sequéncia de trabalhos publicados em
2015 e 2016°! Rodrigues et al. desenvolveram formulacdes cosméticas utilizando
extratos hidroetandlicos de silverskin. As formulacbes apresentaram atividade
antioxidante comparavel a dos extratos, além de atividade antimicrobiana e
estabilidade fisica e microbiolégica.

O mesmo grupo de pesquisa publicou em 2016%* os resultados referentes aos
estudos com formulacbes de acdo anticelulite contendo extrato de silverskin. O
extrato foi incorporado a sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados e a
liberacdo de CAF pelo sistema foi avaliada como extremamente positiva.

A silverskin foi utilizada como ingrediente em formulagdes de paes® e
biscoitos** devido a alta quantidade de fibra dietética presente na matriz. Além da
finalidade nutricional, o ingrediente teve a funcédo de adicionar cor ao produto. Os
paes produzidos a base de silverskin foram considerados seguros, com alta
gualidade nutricional e com melhor textura e cor, quando comparados a paes sem a
adicao do residuo.

Martinez-Saez et al.** desenvolveram uma bebida a base de silverskin com

propriedades antioxidantes e que auxilia no controle de peso corpéreo. Estas
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propriedades estariam relacionadas, principalmente, aos CGAs presentes na
bebida.?

2.4. Metodologias para a avaliagao do potencial antioxidante

Em virtude das descobertas relacionadas ao papel protetor dos antioxidantes,

tanto em organismos vivos, quanto em produtos manufaturados, diversas
metodologias de avaliacdo da capacidade antioxidante foram desenvolvidas.>® A
capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de varios parametros, incluindo
a remocao do radical peroxil (métodos ORAC, do inglés oxygen radical absorbance
capacity e TRAP, do inglés total reactive antioxidant potential), a capacidade de
reducdo de um metal (métodos FRAP, do inglés ferric reducing antioxidant power e
CUPRAC, do inglés cupric ion reducing antioxidant capacity), a capacidade de
remocao de um radical organico (métodos ABTS — 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) e DPPH - peroxidagdo do 2,2-difenil-1-picrilidrazil), entre
outros.>>%
Os meétodos quimicos DPPH e FRAP sao amplamente empregados na
avaliacdo da capacidade antioxidante de substancias, assim como, de misturas de
compostos, como extratos vegetais, 6leos essenciais, alimentos, entre outros.>® Eles
fazem parte das metodologias indiretas de avaliacdo da atividade antioxidante, pois
utilizam sondas que mimetizam os radicais envolvidos no processo de oxidacédo dos
sistemas reais. Os métodos indiretos sdo adequados para procedimentos
preliminares de avaliacdo da atividade, pois sdo considerados rapidos, préticos,
pouco dispendiosos e com boa estabilidade.>®

A principal limitacdo dos métodos DPPH e FRAP é justamente a pretensa
aproximacao com os sistemas reais de auto-oxidacao, pois as sondas utilizadas néo
possuem semelhanca estrutural com os radicais envolvidos no processo.? Desta
forma, os mecanismos que ocorrem nas reacdes (modelo e real) séo diferentes e 0s
resultados obtidos nos ensaios poderiam nédo predizer, pelo menos com um alto grau
de confiabilidade, o comportamento do antioxidante nos sistemas biolégicos.

Os métodos DPPH®®" e FRAP®"® obtiveram 6timos desempenhos na
avaliagdo da atividade antioxidante dos CGAs, demonstrando sensibilidade a
presenca e a incrementos na concentracdo dos compostos no meio reacional. Por

outro lado, os resultados dos estudos referentes a avaliacdo da atividade
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antioxidante da CAF pelos métodos DPPH e FRAP sdo controversos. Enquanto
alguns estudos indicam a falta de sensibilidade dos métodos para a avaliacdo da

98,99

atividade do composto, outros autores os utilizam para avaliar a atividade de

amostras e atribuem os resultados positivos a presenca da CAF.*®

2.4.1. Método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

O método do sequestro do radical estavel DPPH® é o mais utilizado em
avaliagbes preliminares acerca da atividade antioxidante de compostos isolados ou
extratos vegetais.> O DPPH® possui colorac&o violacea e absorcdo no A de 517 nm.
Na presenca de um doador de hidrogénio, ou seja, um atomo de hidrogénio
proveniente de um composto antioxidante (X-H), o radical se reduz a DPPH-H
(Figura 7), com mudanca da colorac&do para amarelo.*™*

O,N NO, O,N NO,
\ N <o Kpppr N N X-
v v
NO, NO,
DPPH DPPH-H

Figura 7: Reacéo entre o DPPH® e um composto antioxidante X-H.

A reacdo € monitorada pelo decréscimo da absorvancia, que pode ser
avaliada em espectrofotdmetro UV-Vis'® ou HPLC-DAD.'®? Os resultados podem
ser expressos pelo parametro de concentracdo eficiente (ECsp, do inglés effective

concentration),**

gue corresponde a concentracdo de antioxidante capaz de
provocar a perda de 50 % da absorvancia do DPPH®. Desta forma, quanto maior a
atividade antioxidante de um composto ou extrato, menor sera o valor de ECso.

Como parametro de comparacdo com os resultados da amostra, € comum a
utilizacdo neste ensaio de padrdes de antioxidantes. Exemplos de compostos
utilizados como padrao de antioxidantes sao o acido ascérbico, tocoferol, quercetina
e trolox.”

O HPLC-DAD ¢ uma ferramenta bastante util na separacgéo, identificacédo e
quantificacdo de compostos em extratos vegetais.”**®* A combinacéo da HPLC-DAD

ao método do radical estavel DPPH® (DPPH-HPLC-DAD), apresenta como principal
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vantagem, a possibilidade de identificar os compostos responséaveis pela atividade
antioxidante em uma amostra, 0210410

A literatura apresenta algumas variacdes no procedimento experimental
utilizado na técnica DPPH-HPLC-DAD.!?'% No entanto, os procedimentos
apresentam em comum, a avaliagdo da amostra antes e apds a reacdo com 0O

7

radical. Em uma das estratégias adotadas, a solugcdo de DPPH® é adicionada a
amostra e apds o tempo de reacao (usualmente 30 minutos), a amostra com e sem
a presenca do radical sdo analisadas no sistema HPLC. Como resultado da reacéo
com o radical, a 4rea cromatografica dos compostos que apresentarem atividade
antioxidante ira decrescer. A abordagem foi aplicada com sucesso na identificacédo
dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante de extratos vegetais'® e

formulaces comerciais contendo polifendis,*® entre outros.
2.4.2. Método FRAP (Poder Antioxidante Redutor do Ferro)

O ensaio pelo método FRAP baseia-se na reducéo do ion Fe** (forma férrica),
presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a fon Fe?* (forma ferrosa), na
presenca de um antioxidante (Figura 8).2

/ “

|
9 FS(H)
N =

Antioxidante \

Tampao de Acetato 2N
FeCly; + TPTZ ———8 8 Feun)
NZ

\

/ /
[Fe(III)(TPTZ)Z]B‘ [Fe(H)(TPTZ)ﬂ

\

Figura 8: Reacdo entre o complexo TPTZ e um composto antioxidante.

O tempo usual de reacdo entre o TPTZ e o antioxidante € 4 minutos. O
complexo formado apds a reducéo apresenta coloracdo roxa, com absor¢cdo em 593
nm. Desta forma, quanto maior a absorvancia medida apés a reag¢édo, maior sera o
potencial antioxidante da amostra avaliada.**’

O resultado final pode ser expresso como a concentracdo de antioxidante
capaz de reduzir 1 ymol de sulfato ferroso, usado como padrado no ensaio. Outras
formas de expressar o resultado final incluem equivalentes de acido ascoérbico

(numero de pmoles de acido ascoérbico capaz de produzir a mesma atividade de 1 g
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de amostra) ou outros compostos antioxidantes utilizados como padrdo no

ensaio.>%’

2.5. Avaliacao datoxicidade aguda pelo método da Artemia salina

Os ensaios de toxicidade in vitro e in vivo sdo elaborados com o objetivo de
avaliar os efeitos toxicos de substancias aos sistemas biolégicos.'® De maneira
geral, as metodologias compreendem a exposicdo de alvos (células, micro-
organismos, animais invertebrados ou vertebrados) aos compostos que se deseja
avaliar a toxicidade. A avaliagdo da toxicidade aguda é o primeiro ensaio
toxicologico realizado e consiste na exposicdo de curta duracdo do alvo (24-48
horas) ao composto teste. %1

O ensaio de toxicidade aguda frente a Artemia salina Leach baseia-se na
habilidade de determinados compostos em causar a morte das larvas deste
microcrustaceo.’® Os resultados sdo expressos utilizando-se o parametro de
concentragéo letal media (LCsp). O método é considerado uma ferramenta util para

avaliacdes preliminares de toxicidade***2

e tem sido empregado na deteccédo de
micotoxinas, toxicidade de extratos de plantas, metais pesados, toxinas de
cianobactérias, pesticidas, etc. *** As principais vantagens associadas ao método
sdo o0 baixo custo, a disponibilidade dos materiais utilizados e a seguranca e
facilidade de realizagéo.'™*

O ensaio da Artemia salina demonstrou bom desempenho na avaliacdo da
toxicidade de micotoxinas, tanto isoladas, quanto presentes em extratos de fungos
ou alimentos. O valor da LCsy da fusaproliferina, micotoxina isolada do fungo
Fusarium spp, foi 24 ug mL™*.** Micotoxinas isoladas do fungo Aspergillus sp,
obtiveram valores de LCsy entre 2,59 e 205,67 pM.'*® Enquanto as micotoxinas

" apresentaram respectivamente 56 e 85 pug mL™

clamidosporol**® e ascochitina*
como valores de LCsp. A ocratoxina A, purificada de extratos de fungos, apresentou
LCsode 10 pg mL™. 118

Zajkowski et al.'* obtiveram valores de LCs, entre 3,3 e 144,5 mg mL™ para
0s extratos brutos dos fungos do género Alternaria spp. contaminados por
micotoxinas. Os resultados de LCsp ndao demonstraram correlagdo com as
concentragbes das micotoxinas presentes nos extratos. Contudo, os extratos livres

de micotoxinas ndo foram téxicos as larvas do microcrustaceo. Por outro lado, a
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correlacdo entre os resultados de LCsy e a concentragdo das micotoxinas

® e bovericina,"®! presentes em extratos de fungos, foi considerada

citocalasina®
extremamente positiva.

A toxicidade dos extratos obtidos dos fungos do género Fusarium spp.
também foi avaliada frente as larvas da Artemia salina.'?*'?*!?* Os extratos que
apresentaram maior toxicidade no ensaio, causaram 100 % de letalidade em
concentracdes de 5 pg mL™ A presenca de micotoxinas das classes dos
tricotecenos e eniatinas foi confirmada, via andlise por GC/MS, nos extratos que
apresentaram toxicidade.

Extratos de cereais contaminados com ocratoxina A se mostraram altamente
toxicos as larvas da Artemia salina.'® No entanto, o estudo n&do apresentou
resultados conclusivos, pois extratos em que a presenca da micotoxina nao foi
verificada apresentaram toxicidade semelhante aos extratos em que a toxina foi

identificada.
2.6. Técnicas de extracdo de compostos bioativos

A literatura descreve diversas metodologias extrativas aplicadas a
recuperacédo de compostos bioativos de residuos agroindustriais.***° Os métodos
convencionais, como a extracdo solido-liquido e liquido-liquido, sdo amplamente
utilizados na extracdo de compostos bioativos, em processos biotecnoldgicos e
farmacéuticos.*

Os métodos convencionais tém sido os mais utilizados para a extracdo dos
compostos bioativos da silverskin. A Tabela Il apresenta um resumo destes estudos,
enfatizando as técnicas de extracdo utilizadas, condicbes empregadas e o0s

principais resultados obtidos.
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Tabela Il: Metodologias de extracdo aplicadas a silverskin

Extragdo Analise Condigoes de extragao Compostos Referéncia
35 mL g'; etanol-agua (6:4); 65 °C; 30 min. 25
20 mL g'; &gua, etanol-agua (1:1) e etanol; 40 °C; 30 min. . . a7
50 mL g-'; etanol-agua (1:1); 40 °C; 60 min fendlicos totais 2
Espectrofotometria ’ - — = :
20 mL g*; agua; 120 °C; 20 min. 41
P ) . CGAs: 6,9mg * 40
20 mL g'*; &gua; 250 rpm; 10 min. CAF: 19 mg *
5-CQA: 11,7 mg*
10 mL g'; etanol-agua (7:3); Tamb; 18 h. CGAs: 26 mg * 22
CAF 136 mg*
Arabica:
Sélido-liauid LC/MS CGAs: 0,27 mg *
olido-liquido . o : CAF:78mg*
-1 . . o, y 42
50 mL g'; agua; agitagao; 60 °C; 30 min. Robusta:
CGAs:1,2mg*
CAF:38mg*
250 mL g'; agua+5gde omdcr)n(ijr? magnésio, 90 °C; agitagdo; 20 CAF: 7,7-10,03 mg * 37
3-CQA:1,5mg*
4-CQA:1,0mg*
. . 5-CQA:22mg*
1 _ A\ . 20
HPLC-DAD 10 mL g'; etanol-agua (6:4); Tamb; 30 min. 34-GICOA. 1.7 mg®
3,5-diCQA: 1,3 mg *
4,5-diCQA: 1,4 mg *

Soxhlet 10 mL g'; isopropanol-agua (6:4); 27 °C; 5 h. CGAs: 158 mg ** 2
n.d. metanol-agua (6:4) CGAs: 0,011 mg ** 36
PLE 50 mL g-'; &gua; 270 °C; 10 min. CAF:4mg* 23

3-CQA: 1,48 mg *
20 mL g*; &gua acidificada 1 %; 30 min.; 5-CQA: 1,99 mg * py
UAE LC/MS + agitacao: 70 °C; 1h CGAs. 5,89 mg*
CAF: 10 mg *
Kjeldahl espectrofotometria metanol-agua (6:4) CAF:0,81-1,37mg* 85

* por grama de silverskin; ** por grama de extrato; PLE: do inglés Pressurized Liquid Extraction;




Como pode ser verificado na Tabela Il, a extragdo sélido-liquido foi a técnica
mais aplicada & silverskin ?%?#%>26:27:37.404142 Nastes estudos, foram atribuidos
valores aleatorios as variaveis de extracdo, gerando uma grande amplitude entre os
niveis usados, por exemplo: o tempo de extracdo variou entre 10 minutos* e 18
horas,? enquanto a temperatura de extracdo, variou entre ambiente? e 120 °C.*

Estudos aliando o planejamento de experimentos a extracdo dos compostos
bioativos da silverskin sdo a minoria, e quando ocorreram, fizeram uso da
abordagem univariada.?**2° Além da possivel variacdo no teor dos compostos, a
falta de metodologias claras nos procedimentos extrativos pode levar a aplicacédo de
tempos de extracdo longos, temperaturas elevadas e solventes menos eficientes.

Os estudos exploratorios acerca da composicdo quimica da silverskin
apresentam grande valor cientifico, principalmente, por terem demostrado a riqueza
e as potencialidades da matriz. No entanto, diversas desvantagens estdo associadas
aos metodos convencionais de extracado, entre elas, o alto consumo de solventes
organicos e energia, e o risco de degradacdo dos compostos bioativos, quer seja
pela utilizac&o de altas temperaturas, quer pelos longos tempos de extracéo.*®

As limitacbes das técnicas convencionais de extracdo levaram ao
desenvolvimento de uma série de técnicas avancadas, que utilizam processos
financeiramente mais atraentes e ecologicamente mais corretos.*> Exemplos sdo as
extragcbes por fluido supercritico, assistidas por micro-ondas e por ultrassom,
enzimatica, entre outras. Estudos empregando técnicas ndo convencionais para a
obtencdo de compostos de interesse em residuos agroindustriais vém ganhando
destaque, devido aos resultados satisfatérios obtidos.**°

A extracdo por liquido pressurizado (PLE, do inglés Pressurized Liquid
Extraction), usando agua como solvente, foi utilizada para a extracdo de compostos
antioxidantes da silverskin.?® Os parametros de extracdo foram otimizados em
funcdo da atividade antioxidante dos extratos gerados. O extrato obtido sob
condi¢cBes otimizadas (60 min. e temperatura de 270 °C), apresentou pronunciada
atividade antioxidante, altas concentracdes de CAF e auséncia do 5-CQA.

A auséncia do 5-CQA, principal derivado clorogénico, reconhecido por sua
elevada atividade antioxidante, pode ser explicada pelas condicbes experimentais
drasticas utilizadas no experimento, uma vez que esta familia de compostos
demonstra suscetibilidade térmica.®® Pesquisas tém revelado a relacdo entre o

aumento das variaveis temperatura e tempo de extracdo, com a degradacdo dos

29



CGAs.'#1?" Experimentos conduzidos por Maria et al.*®® demonstraram que a
degradacédo do 5-CQA inicia em torno dos 40 °C e que em 220 °C, praticamente
todo o composto sofreu degradacao.

21
l.

Bresciani et a aplicaram a UAE como técnica auxiliar na extracdo de

compostos bioativos da silverskin. O procedimento de extracdo foi conduzido de
forma sequencial: na primeira etapa, a UAE foi aplicada a matriz, durante 30
minutos, utilizando &cido formico a 1 % como solvente de extracdo. Na segunda
etapa, a amostra foi submetida a agitacéo durante 1 hora a 70 °C.

As técnicas avancadas de extracdo possibilitam processos extrativos seletivos,
reprodutivos, controlados e seguros, o que pode vir a representar um grande avancgo
na prospeccdo de compostos bioativos em residuos de alimentos.* No entanto, a
eficiéncia de qualquer técnica extrativa, seja convencional ou avancada, é
influenciada pelas condicbes em que o processo € realizado. Parametros de
extracdo como tipo de solvente, tempo e temperatura de extracdo, modo de
agitacdo, entre outros, tem influéncia significativa na recuperacdo dos compostos

bioativos e devem ser avaliados a fim de otimizar o processo.**
2.6.1. Extracao assistida por ultrassom

O ultrassom faz parte das tecnologias ditas emergentes, que foram
desenvolvidas com o intuito de minimizar o processamento, maximizar a qualidade e
garantir a seguranca na industria de alimentos.”® A técnica tem se mostrado
eficiente em processos de extracdo, emulsificacdo, homogeneizacao, desidratacao,
pasteurizacdo, desgaseificacdo, ativacdo e inativacdo de enzimas, etc.** A indUstria
de alimentos tem aplicado processos assistidos por ultrassom desde os anos
cinquenta.™®® Atualmente, as empresas utilizam a tecnologia para a extracdo de
alimentos, aditivos farmacéuticos e producéo de bebidas.***

A UAE é reconhecida como uma técnica eficiente, que reduz drasticamente
os tempos de trabalho, aumenta o rendimento e a qualidade dos produtos.**! Devido
as inameras vantagens, a técnica tem sido aplicada a extracdo de compostos
bioativos de plantas, substituindo métodos convencionais, que levam horas ou dias
para completar o procedimento extrativo.*+*3!132
A UAE baseia-se no emprego da energia de ondas mecéanicas acusticas,

transmitidas em frequéncia acima de 20 kHz. Estas ondas sonoras criam uma
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variacdo de pressao no liquido, provocando a cavitacdo, formagdo espontanea de
bolhas em um liquido abaixo do seu ponto de ebulicio.'*

Uma vez que durante o processo de cavitacdo, ha criacdo, aumento e
implosédo de cavidades de vapor e gases no liquido, ocorre um contato mais efetivo
entre a matriz e o solvente de extracdo. Quando a pressdo do sistema € positiva
ocorre compressao das bolhas de vapor e, quando a pressao é negativa, ocorre
expansdo. Esse ciclo de compressdo-expansdo é responsavel pela geracdo das
cavidades. Em um liquido com particulas sélidas dispersas, os gases sao adsorvidos
nos poros das particulas. Quando ocorre a compressdo, 0S gases ou vapores, no
interior das cavidades, sdo comprimidos para o interior das particulas; ja na etapa de
expansdo sao direcionados para fora das mesmas. Devido a esses fenbmenos, ha
aumento no tamanho das cavidades, que se direcionam para o interior do liquido e
separam-se das particulas.*?**3*

Os dispositivos de ultrassom séo classificados como de alta ou baixa
intensidade, em funcdo da energia gerada. A energia € avaliada pela poténcia (W)
ou intensidade do som (W m™). Dispositivos de alta intensidade e alta frequéncia
(100 KHz a 1 MHz), possuem baixa poténcia (<1 W cm?), enquanto de alta
intensidade e baixa frequéncia (16-100 kHz), tem alta poténcia (10-1000 W cm™).*

Nos dispositivos de ultrassom, as ondas sonoras podem ser aplicadas a
amostra de duas formas distintas: diretamente, pela utlizacdo de sondas, ou
indiretamente, por meio das paredes do recipiente que contem a amostra, nos
chamados banhos de ultrassom. Os banhos de ultrassom, comumente empregados
em laboratérios, transmitem ondas sonoras de alta energia e frequéncia (40 KHz)
para um recipiente contendo liquido, normalmente agua, resultando em um poder de
iradiacdo de 1 a 5 W cm?.44132

Diversas pesquisas tém demonstrado a eficiéncia da UAE na extracdo de
CAF e CGAs de alimentos e residuos de alimentos. A Tabela lll apresenta alguns
destes estudos, dando énfase as variaveis de extracao significativas ao processo e a

comparacao da eficiéncia da técnica com outras metodologias extrativas.
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Tabela Ill: Exemplos de aplicacdo da UAE na extracdo de cafeina e acidos clorogénicos.

. Variavel e Método Melhor a
Composto Matriz resposta Variaveis significativas Comparaco rendimento Referéncia
area solvente, tempo, temperatura n&o n&o 135
. . cromatogréafica ' PO, b
Cafeina Cha concentracao
¢ ESL, refluxo UAE (10 %) 4
CAF
Cafeina e concentracao -
0,
Teobromina Cacau CAF e ESL UAE (20 %)
teobromina solvente, tempo
residuo de semente | ico6is totais ESL, MAE | UAE (190 %) a7
de girassol
casca de ~ ~ 8
> nao nao
améndoas
filtros de café poténcia do US, razéo A/S, nao nao 187
concentracao de solvente
solvente, tempo, temperatura, _ 138
CGAs (2750 A/S Soxhlet, refluxo | UAE=Soxhlet
poténcia do ultrassom, solvente, refluxo UAE (19 %) 139
ant dicinal tempo, temperatura
planta medicina nAo nAo 142
CGA — . razao A/S, solvente, tempo - - 0
polifendis totais nao nao
atividade razao A/S, solvente, maceragao, 143
Y UAE
antioxidante temperatura Soxhlet
batata doce polifendis totais solvente, temperatura ESL UAE 144
concentracao de ~ 145
amora 5-COA nao PLE UAE
frutas e vegetais concgt\gg%o de solvente, tempo ESL UAE=SL 146
concentracéo de maceracao, 147
alcachofra 5-COA tempo Soxhlet, refluxo UAE

ESL: extragdo solido-liquido; PLE: extracdo por liquido pressurizado; MAE: extragéo assistida por micro-ondas; A/S: amostra/solvente
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A UAE foi mais eficiente que as técnicas convencionais na extracdo de CAF
em amostras de cha.*® O processo de extracdo deste alcaloide sofreu influencia das
variaveis de extracdo.*®'® A técnica, quando aplicada em conjunto com o
planejamento e analise de experimentos, obteve desempenho 20 % superior a
metodologia oficial, na extracdo de CAF de sementes de cacau.™*

A UAE foi aplicada & extracdo dos CGAs de residuos agroindustriais.*” 433" A
otimizacdo das variaveis de extracdo possibilitou obter eficiéncia superior frente a
extracdo assistida por micro-ondas e solido-liquido, na extracdo dos CGAs do
subproduto do processamento das sementes de girassol.*” O processo de extracéo
dos compostos foi influenciado pelas variaveis de extracdo.*" 83’

A utilizacdo da UAE visando a extracdo dos CGAs de frutas e plantas
medicinais é bem documentada.*®**® Além da presenca dos compostos bioativos,
0s estudos salientam a suscetibilidade dos CGAs aos principais parametros
envolvidos no processo de extracdo: razao amostra-solvente, tempo de extracao,

natureza do solvente extrator, temperatura e poténcia do equipamento.
2.7. Delineamento e analise de experimentos

O planejamento de experimentos (DOE, do inglés Design of Experiments),
representa um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios cientificos e
estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia das variaveis nos resultados
de um dado sistema.’*® Os objetivos pelos quais se deseja avaliar esta influéncia
sdo diversos, entre eles, determinar quais variaveis sao influentes nos resultados,
atribuir valores as variaveis influentes de modo a otimizar os resultados, minimizar a
variabilidade dos resultados, minimizar a influéncia de variaveis incontrolaveis, etc.

A conducdo de um procedimento experimental pode ser feito por meio de
metodologias univariada ou multivariada.**® Na andlise univariada, enquanto se
avalia uma das variaveis, as demais sao fixadas. Esta abordagem néo possibilita a
deteccdo dos efeitos de interacdes entre as variaveis e restringe os resultados a
uma regido limitada do espaco experimental.

O desenvolvimento tecnolégico das ultimas décadas instigou a aplicagdo da
andlise de dados multivariados em Quimica. O termo Quimiometria, muito utilizado

150
2

na area, foi cunhado por Svante Wold em 197 para designar uma nova area, que
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surgia da aplicacdo de ferramentas matematicas e estatisticas a dados
exclusivamente multivariados obtidos nas diversas areas da quimica.

A analise multivariada corresponde a um grande numero de metodos e
técnicas que utilizam, simultaneamente, todas as variaveis na interpretacao teorica
do conjunto de dados obtidos experimentalmente.’® As técnicas baseiam-se em
métodos matematicos, estatisticos, computacionais e de lbgica, aplicados a
resolucdo de problemas. Em quimica, as analises multivariadas sdo Uteis para (1)
planejar ou selecionar procedimentos experimentais 6timos; (2) extrair 0 maximo da
informacdo quimica relevante pela analise dos dados; e (3) obter conhecimentos
sobre os sistemas quimicos estudados.*?

O planejamento de experimentos pode ser divido nas seguintes etapas:

1. Planejamento inicial: etapa na qual se define o problema, o objetivo e 0
plano experimental que sera seguido. Define-se também, os fatores ou variaveis
independentes (aquelas que temos condicbes de controlar) e as variaveis
dependentes, que sdo as respostas do sistema, e que serdo, ou ndo, afetadas por
modificacbes provocadas nos fatores. Nesta etapa, muitas vezes, recorre-se a
dados da literatura, a fim de aproximar ou evitar condi¢des previamente estudadas.

2. Caracterizacdo do processo: nesta etapa, se verifica quais variaveis
independentes influenciam significativamente a resposta e, posteriormente, reduz-se
0 numero de variaveis, excluindo aquelas nao significativas. Diversos métodos
podem ser empregados para a avaliacdo: experimentos fatoriais completos e
fracionados, experimentos Plackett Burman, etc.

3. Otimizacdo: nesta etapa, se define os niveis maximo e minimo dos
intervalos das variaveis que serdo empregadas no experimento. Para tanto, os
métodos mais utilizados séo: de superficie de resposta, os experimentos fatoriais,
Taguchi, etc.

4. Verificacdo: nesta etapa, os dados obtidos na etapa de otimizacdo séo
avaliados experimentalmente.

As proximas sessfes descrevem com mais detalhes as metodologias
utilizadas no presente trabalho: () planejamento fatorial completo, para a
caracterizacdo do processo de extracdo; (II) metodologia de superficie de resposta,
para a otimizacdo do processo de extracdo e (lll) funcdo Desejabilidade, para a

otimizac&o de multiplas variaveis.
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2.7.1. Planejamento fatorial completo

Na técnica de planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias e os
efeitos de interacdo das variaveis independentes sobre a variavel resposta. O
planejamento fatorial € classificado de acordo com o numero de niveis das variaveis
independentes, sendo 2X 0 mais utilizado (combinacéo de k variaveis independentes,
cada uma investigada em dois niveis). Desta forma, 2= N, onde N é o nimero de
experimentos a serem construidos para a definicdo das relagdes dos fatores com as
variaveis resposta.*>**3

De maneira geral, os niveis dos fatores sdo codificados como +1 (nivel mais
alto) e -1 (nivel mais baixo). Caso os fatores sejam qualitativos, 0s sinais sao
atribuidos aleatoriamente. Desta forma, elabora-se uma matriz de experimentos,
alternando os sinais +1 e -1 nas colunas.

O procedimento experimental consiste na realizacdo de testes em todos 0s
tratamentos possiveis, ou seja, todas as combinacbes de niveis dos fatores,
seguindo a matriz de experimentos determinada pelo planejamento.*****® para cada
experimento haverd uma ou mais respostas a serem coletadas, normalmente
representadas pory.

Em alguns casos, a realizacdo de repeticdbes auténticas pode ser
inconveniente, principalmente, devido ao grande numero de experimentos gerados.
Como alternativa, pode-se empregar o planejamento fatorial, completo ou
fracionario, com ponto central. Nestes casos, inclui-se um experimento no centro do
planejamento, utilizando o valor médio dos niveis das variaveis analisadas (nivel
zero). O experimento do ponto central sera realizado de forma repetida, e a sua
variacdo aplicada ao ensaio.™**3

Apés a realizacdo dos experimentos, os dados gerados sdo avaliados
utilizando softwares, que possibilitam a utilizacdo de técnicas de planejamento e
analise de experimentos. Desta forma, avalia-se a significancia dos efeitos ou
coeficientes sob o0 processo e as possiveis interacdes entre os fatores.

As variaveis significativas podem ser selecionadas e uma metodologia de
otimizagcdo, como a analise de superficie de resposta, pode ser aplicada, a fim de
obter os valores das variaveis que irdo produzir a melhor condigdo

experimental. >3
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2.7.2. Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés Response Surface
Methodology) baseia-se na constru¢cdo de modelos mateméticos empiricos que
empregam fungfes polinomiais, lineares ou quadraticas, para descrever o sistema
em estudo, com o objetivo de explora-lo até obter a sua otimizacdo.™® Para a
analise estatistica dos resultados e a determinacdo da superficie de resposta é
fundamental utilizar recursos computacionais, como 0s softwares Excel ® ou
Statistica ®.

A andlise de sistemas pela RSM segue as seguintes etapas:*™*

1. Amostragem: nesta etapa, obtém-se um conjunto de dados experimentais,
seguindo uma metodologia de planejamento de experimentos de ordem 2, como o
Delineamento Composto Central (CCD, do inglés “Central Composite Design”) ou o
Delineamento de Box-Behnken.

2. Modelagem e analise dos modelos de superficie de resposta: nesta etapa,
ajusta-se o modelo implementado e se faz uso de técnicas estatisticas para analisa-
lo. Para tanto, utiliza-se as técnicas: Modelos de Regressdo, Estimacdo dos
Parametros (MQ), Técnicas de Inferéncia Estatistica, ANOVA e Falta de Ajuste. A
inclusdo de réplicas torna-se crucial quando se considera modelos quadraticos,
devido a necessidade de detectar o grau de curvatura do modelo.

3. Otimizacédo: nesta etapa, obtém-se a condicdo o6tima dos niveis das
variaveis independentes e verifica-se a necessidade da realizacdo de novos
experimentos. Para a otimizacdo do modelo ajustado, utiliza-se as técnicas: Calculo
de Maximo ou Minimos, Curvas de Nivel, Visualizacdo Grafica, Métodos Numeéricos,
Steepest Ascendent ou Descent ou Simulacdo de Monte Carlo.

No processo, os dados experimentais gerados na amostragem (respostas ou

y) devem ser submetidos a um modelo. Segundo Myers et al.***

existe uma relacao
gue descreve uma resposta y em funcéo das variaveis independentes Xi,Xo,...,Xk €m
um sistema:
y = f(x1,%p .., X)) + € (Equacéo 1)

Onde k é o numero de variaveis independentes estudas e € € o erro aleatério
associado a determinacdo experimental.

Ao estudar um sistema, a funcdo que o descreve ainda € desconhecida, mas
pode ser aproximada por meio de uma relagdo polinomial. As fungdes de
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aproximacgdo sdo denominadas de Modelos de Regressdo. O primeiro modelo de
regressao a ser avaliado, por ser o mais simples, é o polindbmio de 12 ordem, que
representa o efeito linear. O polinbmio de 12 ordem é descrito por:
Y =PBo+ Prxs + Baxo + o Brxp + € (Equacao 2)
Onde o,B1,B2,...,p« representam os coeficientes.
Caso o teste estatistico aponte que o modelo linear ndo satisfaz as condi¢cbes
de operacao do sistema, a funcdo a ser aproximada no conjunto de resultados é um

polinbmio de ordem maior, como o modelo de 22 ordem, descrito por:

k k
y =P+ Z Pix; + Z Bix? + Z Z Bijxixj + € (Equacéo 3)
=1 i=1 T 7

O modelo de segunda ordem inclui todos os termos de primeira ordem,
somado aos termos quadraticos ;e ? e os termos das interagdes dos modelos Bie i€,
sendo que B representa os estimadores dos parametros do modelo juntamente com
os indicesiej.

O delineamento composto central (CCD) pode ser empregado na obtencao
dos dados para criagdo de uma superficie de um modelo de 22 ordem.™® Esta
metodologia consiste no planejamento fatorial classico em dois niveis (2*), acrescido
de alguns pontos experimentais, que permitem a estimativa dos coeficientes de uma
superficie de 22 ordem. Este é um dos planejamentos mais utilizados em RSM.***

O CCD apresenta notavel superioridade sobre o planejamento fatorial para se
estimar os parametros do modelo, pois proporciona o teste para a variancia da
estabilidade. Além disso, 0 modelo de segunda ordem pode ser ajustado com o
numero de graus de liberdade fornecido pela combinacéo de tratamentos do CCD.**

Os resultados da RSM podem ser apresentados sob a forma de graficos de
superficie de resposta, que sdo superficies tridimensionais sobre um plano com dois
parametros, ou graficos de contorno, que sao superficies bidimensionais em relacéo

a um dos parametros.
2.7.3. Experimentos multiresposta: funcdo Desejabilidade

Quando o procedimento de otimizacdo envolve multiplas varidveis resposta,

pode ndo ser vantajoso otimiz4-las separadamente, e sim, reuni-las em uma solucéo
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global. Esta solugao global deve estar em uma regi&o ideal, segundo determinados
critérios propostos, para cada variavel.**®

Baseado na ideia de que a qualidade de um processo deva estar dentro de
um limite desejavel, Derringer et al.'®® desenvolveram uma metodologia de
otimizacdo de multiplas respostas, chamada funcao Desejabilidade. Neste contexto,
busca-se encontrar uma condicdo que garanta o cumprimento dos critérios
estipulados para todas as variaveis envolvidas e, ao mesmo tempo, proporcionar o
melhor valor de compromisso na resposta conjunta desejavel.

Segundo esta abordagem, o resultado é obtido convertendo as mdultiplas
respostas em uma uUnica, mediante a combinacdo das respostas individuais em uma
funcdo composta. Desta forma, cada resposta tera uma funcéo de Desejabilidade e,
uma vez que as fungdes tenham sido especificadas, deve-se combina-las numa

desejabilidade global, dada pela média das desejabilidades individuais.**®
2.8. Métodos de analise de compostos bioativos

Os extratos obtidos a partir dos residuos agroindustriais sdo misturas
complexas, compostas por uma variedade de classes de metabdlitos secundarios,
como alcaloides, flavonéides, cumarinas, terpenos, acidos graxos, entre outras.*>*°
A caracterizacdo quimica destes extratos pode ser considerada a primeira etapa
para o reaproveitamento dos residuos ou mesmo, para o seu descarte seguro.

As técnicas cromatograficas estdo entre as principais técnicas de separacao
em quimica analitica, especialmente na analise de substancias presentes em
matrizes complexas. A escolha da técnica cromatografica baseia-se nas
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos a serem analisados.™ A
cromatografia liquida vem sendo aplica com sucesso na separacao de constituintes
de misturas complexas, obtendo alto grau de resolucdo e permitindo a andlise de
compostos pouco voléateis e sensiveis & temperatura.’*%

A técnica de HPLC, aliada a detectores de absorcdo espectrofotométrica na
faixa do ultravioleta, como o DAD, permite a identificacdo e quantificacdo de
compostos conhecidos, que contenham grupos cromoéforos. Para ambas as
aplicacbes, faz-se necessario a utilizacdo de padrées analiticos.*®

Na andlise dos extratos de café, a HPLC-DAD tem sido utilizada para a

determinacdo de CAF e CGAs, compostos que possuem as caracteristicas
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estruturais descritas acima.'®®

Para tanto, a coluna de fase reversa Cig
(caracteristica apolar) tem sido a mais utilizada. Com relacdo as fases moveis, a
utilizacdo de metanol, acetonitrila e dgua, no modo gradiente, tem permitido boa
separacdo entre 0s componentes das amostras, com tempos razoaveis de analise.
Uma consideracdo importante quando se trabalha com compostos fendlicos, é a
utilizacdo de solventes acidificados durante as separa¢Bes cromatograficas. Os
solventes acidificados garantem que os compostos fendlicos estardo abaixo do seu
Pka, OU Seja, na forma nao dissociada (caracteristica apolar).*®1°9-162

No entanto, a técnica de HPLC-DAD fornece apenas o espectro de UV-VIS
como informacdo estrutural de um composto, o que ndo é suficiente para sua
identificac&o, visto que varios compostos de um mesmo grupo quimico apresentam
espectros similares, impossibilitando sua distincdo.**® Diante destas limitacées, as
técnicas hifenadas sédo fundamentais para a caracterizacao de extratos vegetais.

As técnicas hifenadas empregam os métodos cromatograficos, que separam
0s constituintes da amostra, de modo concomitante a aquisicdo de dados de
espectrometria de massas, a fim de identificar os seus constituintes. Dentre as
técnicas hifenadas utilizadas para o estudo de compostos bioativos, destaca-se a
LC/MS. Esta técnica € uma excelente ferramenta para a analise qualitativa, pois
permite a obtencdo de informacles estruturais dos compostos. Os principais
analisadores de massas acoplados a cromatografia liquida sdo os do tipo
aprisionadores de ions (IT, do inglés “lon Trap”, tempo de voo (TOF, do inglés
“Time-of-Flight”) e quadrupolo (Q).**®

O desenvolvimento de técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica, como a
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés “Atmospheric Pressure
Chemical lonization”) e a ionizacdo por eletronebulizacdo ou eletrospray (ESI, do
inglés “EletroSpray lonization”) tornaram a técnica de LC/MS aplicavel para uma
grande variedade de matrizes.*®® No entanto, as interfaces APCI e ESI produzem
ionizacdes brandas, gerando informacdo apenas da massa molecular dos
compostos, ou seja, sdo formados fons pseudo-moleculares intactos, [M+H]" no
modo positivo e [M-H] no modo negativo.*®® Consequentemente, a LC/MS tem maior
emprego em estudos que visam a confirmacdo de compostos alvo, do que na

determinacéo da identidade de compostos desconhecidos.**’
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O desenvolvimento, e posterior aprimoramento, das técnicas denominadas
“‘tandem MS” (ou MS/MS) e seu acoplamento a cromatografia liquida, gerando os
sistemas LC/MS/MS, representam um grande avanco na quimica analitica.™’

A tandem MS utiliza dois estagios de espectrometria de massas (MS' e MS?).
O primeiro € utilizado para isolar o ion de interesse e o segundo, para estabelecer
uma relacdo entre este ion e os ions que foram gerados a partir da sua
decomposicao induzida. A técnica € empregada na analise de compostos presentes
em baixas concentragcbes em matrizes complexas, uma vez que possibilita o
aumento na quantidade de informagao estrutural dos analitos e da detectabilidade,
pois reduz a interferéncia espectral da matriz.*®?

Crupi et al.'® descrevem duas configuracdes para as técnicas de MS/MS: a
‘tandem-in-space”, que utiliza multiplos analisadores em sequéncia, por exemplo o
triplo quadrupolo (QgQ) e o quadrupolo por tempo de voo (Q-TOF); e a “tandem-in-
time”, no qual a selegcdo de ions pais e sua subsequente fragmentacdo, ocorre
dentro do mesmo analisador, caso do “ion trap” (IT). O analisado IT possui a
vantagem de permitir andlises por meio de experimentos MS" (n=nGmero de
fragmentacdes). Contudo, ambas as configuracbes tém como intuito obter
informacdes acerca do padrao de fragmentacdo dos compostos, a fim de compara-
los com padrdes analiticos ou, até mesmo, com dados da literatura.

O estudo detalhado dos padrbes de fragmentacdo dos CGAs, obtidos por
LC/MS", foi publicado por Clifford et al.}®> em 2003 e serve como base para a

identificac&o tentativa desta classe de compostos.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Etapas experimentais

A primeira etapa experimental consistiu na validagdo da metodologia analitica
para quantificagdo dos compostos 5-CQA, CAF, teobromina, teofilina e &cido
cafeico, por HPLC-DAD. Na segunda etapa, foi realizada a avaliacdo das variaveis
significativas ao processo de UAE do 5-CQA e CAF da silverskin. Na terceira etapa,
0s parametros significativos da UAE para a extracdo do 5-CQA e CAF foram
otimizados. Além disso, foram realizadas extragfes solido-liquido da silverskin, a fim
de comparar a eficiéncia, em termos de extracdo do 5-CQA e CAF, entre as duas
metodologias extrativas. Por fim, o extrato obtido por UAE teve seus compostos
majoritarios identificados e quantificados, e sua capacidade antioxidante e toxicidade
avaliadas. A Figura 9 apresenta um fluxograma das etapas experimentais realizadas

no presente estudo.

v

| Secagem, moagem e pesagem } ------ > | Extracao solido-liquido do 5-CQA e CAF

v \

Otimizagc&o da metodologiade Comparacao entre as metodologias
extracdo por UAE do 5-CQA e CAF de extracdo em termos de
rendimento de 5-CQA e CAF

Caracterizacdo quimica por <i Extrato hidroetandlico de silverskin l) Quantificagao e semi-quantificacdo
LC-DAD/ESI-MS? dos compostos por HPLC-DAD

v v

Toxicidade aguda: Artemia salina | | Capacidade antioxidante

A v

Método FRAP Método DPPH: espectrofotometria

UV-vis e HPLC-DAD

Figura 9: Fluxograma das etapas experimentais realizadas durante o estudo de

obtencao e caracterizacao do extrato de silverskin.
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3.2. Reagentes, solventes e equipamentos

Os solventes organicos metanol e etanol, grau HPLC, e os &cidos formico e
cloridrico, grau para analise, foram adquiridos da empresa Merck (Darmstadt,
Alemanha). Os padrdes: acido 5-cafeoilquinico (95 % de pureza), cafeina (99 % de
pureza), teobromina (99 % de pureza), teofilina (99 % de pureza), acido cafeico (98
% de pureza), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (98 % de pureza) e TPTZ (2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina) (98 % de pureza), foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (Milwaukee, EUA). O cloreto férrico, sulfato ferroso, cloreto de sédio e
hidréxido de sddio foram adquiridos da empresa Synth (Sdo Paulo, Brasil). A fita
indicadora de pH foi adquirida da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). A coluna
cromatografica Cig Synergi Hydro-RP 80A (25 cm x 4,6 mm x 4 um), foi adquirida da
empresa Phenomenex (Califérnia, EUA). Os filtros de politetrafluoretileno/teflon
(PTFE) para seringa, 0,20 micra, 25 mm, foram adquiridos da Macherey Nagel
(Duren, Alemanha). Os ovos de Artemia salina Leach foram adquiridos no comeércio
local. A agua desionizada foi purificada pelo sistema Milli-Q, adquirido da empresa
Millipore (Darmstadt, Alemanha).

Os equipamentos utilizados no estudo foram: estufa (315 SE) da Fanem (Sao
Paulo, Brasil), moinho de facas (MA340MF) da Marconi (Sao Paulo, Brasil), peneira
granulométrica numero 20 (0,84 mm de abertura) da Bertel (Sdo Paulo, Brasil),
banho de ultrassom (USC 1800) da Unique (Séao Paulo, Brasil), balanca analitica
(Adventurer) da Ohaus (Nova Jérsia, EUA), agitador de tubos tipo vortex (VTX-
2500-220) da Biomixer (Biomex Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), evaporador
rotatorio (R-300) da Buchi (Flawil, Suica), liofilizador (ModulyoD) da Thermo Fisher
(Massachusetts, EUA), centrifuga (Excelsa i 2206) da Fanem (S&o Paulo, Brasil) e
espectrofotémetro (UV — 6100S) da Global Trade Technology (Sao Paulo, Brasil).

O sistema de cromatografia liquida utilizado foi o modelo 20-AD, provido de
amostrador SIL-20A, degaseificador de fase mével DGU-20A3, forno de
aquecimento de coluna CTO-20A e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M-
20A, adquirido da empresa Shimadzu (Quioto, Japéo). O software para aquisicao e
tratamento de dados instalado no sistema LC-DAD/ESI-MS" foi o LCsolution verséo

1.25 também da Shimadzu (Quioto, Japéao).
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O espectrometro de massas do tipo lon Trap, equipado com fonte de
ionizacdo eletrospray (ESI-MS) (Esquire 6000), foi adquirido da Bruker
(Massachusetts, EUA).

3.3. Matéria-prima

A matéria prima utilizada no estudo (tegumento do grdo de café, conhecido
pelo nome silverskin) foi obtida no complexo industrial "Café Marata", situado no
municipio de Itaporanga D'Ajuda, em Sergipe. O residuo era proveniente da mistura
das espécies de café Arabica e Robusta.

A silverskin foi submetida ao processo de secagem em estufa, por 5 horas a
50 °C. O material seco foi armazenado em recipientes de vidro, recobertos com
papel aluminio para evitar a acao da luz, até ser submetido ao processo de extracao.
Para os experimentos, uma quantidade suficiente do material foi triturada, em

moinho de facas, e posteriormente passada por peneira numero 20.

3.4. Anélises cromatograficas

A separacéao, identificacdo e quantificacdo dos compostos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de diodos acoplada a
espectrometria de massa com ionizacdo por eletrospray (LC-DAD/ESI-MS"). As
separacdes cromatograficas foram efetuada utilizando coluna de fase reversa Cgs.

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram aquelas desenvolvidas por

Rodrigues et al.*®

com modificacBes: temperatura do forno de 30 °C, vazéo de fase
mével de 1 mL min? e tempo de andlise cromatogréafica de 70 minutos. As fases
moveis consistiram de mistura de 80 % de agua ultrapura acidificada a 0,3 % (acido
férmico) e 20 % de metanol (Fase A); e 100 % metanol acidificado a 0,3 % com
acido formico (Fase B). A eluicdo ocorreu em modo gradiente: 100 % de (A) por 19
minutos; passando a 80 % de A em 6 minutos e permanecendo assim por 10
minutos, passando a 60 % de (A) em 15 minutos e permanecendo por 10 minutos e
chegando a 100 % de (B) em 1 minuto e permanecendo assim por 9 minutos. Para a
deteccdo dos compostos, o espectro UV-Vis foi obtido entre 200 e 800 nm e os

cromatogramas processados a 272 e 325 nm.
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O sistema HPLC-DAD foi acoplado ao espectrometro de massas do tipo lon
Trap, equipado com fonte de ionizagdo eletrospray (ESI-MS), operando nas
seguintes condi¢fes: capilar: -3000 V; skimmer: -72 V; gas de nebulizagdo (Ny), T:
310 °C; vazdo 8 L min™; pressao 30 psi; energia de fragmentacdo 1,6 V. A deteccgéo
no ESI-MS foi realizada com ionizagcdo no modo negativo e positivo em uma faixa de
massas de 100 a 800 m/z.

Os dados foram adquiridos e processados pelo software LCsolution. A
identificacdo positiva dos compostos foi realizada por meio da comparagdo dos
dados cromatogréaficos (tempo de retencado), espectrofotométricos (espectro de
absorcdo no UV-Vis) e espectrométricos (ions moleculares e fragmentos) com os de
padrdes analiticos. A identificacdo tentativa foi realizada por meio da comparacao

entre os espectros de massas dos compostos com dados da literatura.*®®
3.4.1. Validacdo da metodologia analitica

Os parametros de validacdo avaliados para os compostos 5-CQA, CAF,
teobromina, teofilina e acido cafeico, no sistema HPLC-DAD foram: seletividade,
faixa de trabalho e linearidade, precisdo e limites de deteccdo de quantificacdo. A
validacédo analitica seguiu as recomendacfes de trabalhos publicados na literatura

pertinente.*®®
Seletividade

A especificidade do método analitico foi verificada por meio da andlise de uma
solucdo contendo os padrbes de interesse e uma amostra de extrato de silverskin,
fortificada com os analitos. A pureza dos picos dos compostos na amostra foi
avaliada pela comparacéo dos espectros, em trés diferentes regides (inicio, vértice e

final) com os dos padrées,*®” indicando assim, a presenca ou n&o de coeluicdes.

Curva analitica e linearidade

A quantificacdo foi realizada pelo método da padronizacdo externa. Para
tanto, foram preparadas solucdes estoque, utilizando metanol como solvente, dos
compostos individualmente (200 pg mL™). As curvas analiticas foram preparadas

unindo os compostos (mix), a partir da diluicdo das solugbes estoque na fase movel
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A. Obteve-se assim, faixas de concentracdo de 1 a 75 pug mL™* para a CAF (10
niveis), 1 a 50 ug mL™ para teobromina, teofilina e 5-CQA (8 niveis) e de 0,1 a 1,1
ug mL™? (8 niveis) para o &cido cafeico. Para a avaliacdo da linearidade, foram
preparadas 3 curvas analiticas, de forma independente. A faixa de linearidade de
cada composto foi determinada pela avaliacéo das equacgdes de regressao linear por
meio do gréfico (area de pico versus concentracdo de padrdo), empregando o
método dos minimos quadrados e expresso por meio do coeficiente de
determinacéo (r?).

Os derivados clorogénicos identificados tentativamente no extrato foram semi-
quantificados em relacdo ao 5-CQA (equivalentes do 5-CQA).”*®® Desta forma, a
area cromatografica destes compostos foi aplicada a curva de calibracdo do 5-CQA.

Limite de deteccao e limite de quantificacdo

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados utilizando as

equacoes:
LOD = % x 3,3 (Equacéo 4)
LOQ = % x 10 (Equacdo 5)

Onde ¢ é o desvio padréo da intercepcdo da curva e S é a inclinacao (slope)

da curva de calibragao.

Precisdo (repetitividade)

A precisdo foi avaliada efetuando-se 6 injecbes, de um uanico nivel de
concentracdo (ponto médio da curva de calibracdo), para cada um dos analitos. A

precisao foi expressa pelo desvio padrdo das areas de cada composto.

3.5. Caracterizacdo do estudo, delineamento experimental e analise estatistica

dos dados

As extragcOes foram realizadas em banho de ultrassom. Em cada extracéo,
utilizou-se 0,5 g (+ 0,001 g) de silverskin, pesada em balanca analitica. A massa fixa

de amostra permitiu, mediante a variagao do volume do solvente extrator, avaliar a
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varidvel razdo amostra-solvente. As outras variaveis independentes estudadas foram
a natureza do solvente extrator, o tempo e a temperatura de extracao.

Cada extrato obtido foi filtrado em algodao e recolhido em baldo volumétrico
de 25 mL, avolumado com solugéo etanol-agua (1:1). As amostras de extrato foram
diluidas (1:1), utilizando solugéo etanol-agua (1:1), filtradas em filtro para seringa,
transferidas para vials de injecdo e imediatamente submetidas a analise. Como o
objetivo do estudo foi maximizar as quantidades de 5-CQA e CAF extraidos da
silverskin utilizando a técnica de UAE, todas as amostras geradas nas etapas de
triagem de variaveis e otimizacdo do processo de extracdo, foram quantificadas, em
termos de 5-CQA e CAF, por meio do sistema HPLC-DAD.

3.5.1. Ensaio de triagem das variaveis significativas

Para a etapa de triagem, realizou-se a estimativa e a avaliacdo dos efeitos
das variaveis independentes pré-selecionadas: volume de solvente extrator, % de
etanol nas solucdes extrativas, temperatura e tempo de extracdo, no processo de
extracdo dos compostos de interesse. Para tanto, empregou-se um planejamento
fatorial completo (2%). Os niveis das variaveis foram codificados como: -1 (baixo), 0
(ponto central) e +1 (alto). As estimativas dos erros para o planejamento foram
obtidas com a inclusao de experimentos no ponto central (5 repeticdes).

O ensaio consistiu na realizacdo dos 21 experimentos de extracdo, previstos
no planejamento 2*. A analise por HPLC-DAD de cada extrato gerou duas variaveis
resposta: concentracdo de 5-CQA (y1) e de CAF (y,), expressas em mg g+ de
residuo seco (silverskin). Os cddigos e valores das variaveis independentes estéo

apresentados na Tabela IV.

Tabela IV: Variaveis e niveis decodificados para o planejamento fatorial completo
(2*) com ponto central.

Escala Codificada

Fatores Simbolo
-1 0 1
Volume solvente (mL) X1 10 15 20
% etanol no solvente X2 30 50 70
Temperatura (°C) X3 35 45 55
Tempo (min) Xa 7 12 17
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Os valores, codificados e decodificados, das variaveis independentes para
cada experimento estdo dispostos na Tabela V.

Tabela V: Ensaios para o planejamento fatorial completo (2%) com ponto central.

Variaveis Independentes

Ensaio | x; volume (mL) X2 % etanol X3 temperatura (°C) X4 tempo (min.)

coédigo valor | cédigo  valor | cddigo valor codigo valor
1 -1 10 -1 30 -1 35 -1 7
2 1 20 -1 30 -1 35 -1 7
3 -1 10 1 70 -1 35 -1 7
4 1 20 1 70 -1 35 -1 7
5 -1 10 -1 30 +1 55 -1 7
6 1 20 -1 30 +1 55 -1 7
7 -1 10 1 70 +1 55 -1 7
8 1 20 1 70 +1 55 -1 7
9 -1 10 -1 30 -1 35 +1 17
10 1 20 -1 30 -1 35 +1 17
11 -1 10 1 70 -1 35 +1 17
12 1 20 1 70 -1 35 +1 17
13 -1 10 -1 30 +1 55 +1 17
14 1 20 -1 30 +1 55 +1 17
15 -1 10 1 70 +1 55 +1 17
16 1 20 1 70 +1 55 +1 17
R1 0 15 0 50 0 45 0 12
R2 0 15 0 50 0 45 0 12
R3 0 15 0 50 0 45 0 12
R4 0 15 0 50 0 45 0 12
R5 0 15 0 50 0 45 0 12

Na matriz acima, cada linha representa um experimento do ensaio. Os
resultados obtidos foram submetidos a avaliacdo estatistica (teste t de Student),
utilizando o software STATISTICA® 10, a fim de verificar quais variaveis

independentes tiveram influencia significativa no processo de extracao.

3.5.2. Otimizacéo das condi¢cbes da UAE utilizando a metodologia de superficie
de resposta

O delineamento composto central rotativo foi aplicado as duas variaveis
independentes consideradas significativas no ensaio de triagem de variaveis
significativas. As variaveis foram recodificadas como: x; (% de etanol no solvente
extrator) e X, (temperatura da extracdo). As varidveis independentes que n&o
influenciaram significativamente o sistema (tempo e volume de solvente) foram

mantidas fixas, nos seus niveis mais baixos (-1).
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A Tabela VI apresenta os codigos e valores das variaveis independentes para

o planejamento. As variaveis dependentes foram rendimento de 5-CQA e de CAF.

Tabela VI: Variaveis e niveis decodificados para o planejamento delineamento

composto central rotativo.

Escala Codificada

Fatores Simbolo
-1,41 -1 0 1 +1,41
% etanol X1 22 30 50 70 78
temperatura (° C) X, 31 35 45 55 59

Os valores, codificados e decodificados, das variaveis independentes para
cada experimento estdo dispostos na Tabela VII.

Tabela VII: Ensaios para o planejamento delineamento composto central rotativo.

Variaveis Independentes
Ensaio X1 % etanol X» temperatura (°C)
codigo valor codigo valor
1 -1 30 -1 35
2 +1 70 -1 35
3 -1 30 +1 55
4 +1 70 +1 55
5 -1,41 22 0 45
6 +1,41 78 0 45
7 0 50 -1,41 31
8 0 50 +1,41 59
9 0 50 0 45
10 0 50 0 45
11 0 50 0 45

O delineamento experimental consistiu de 9 pontos: 4 do fatorial basico, 4
axiais a distancia de + 1,41 do centro (escala codificada) e 1 ponto central (3
repeticdes), totalizando 11 experimentos.

O modelo de segundo grau correspondente a esse delineamento composto é:
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K K
y =P+ z Bix; + z Bux? + z z Bijxix; + €l (Equacao 3)
=1 =1 5

em que y é a variavel resposta; o é a constante do modelo; i € o coeficiente linear;
Bii € o coeficiente quadratico; Bjj o coeficiente de interagdo; £ representa o erro
aleatdrio; k € o numero de fatores estudados no experimento; x; e xj S40 os valores
das variaveis independentes na escala real (i # j). A equacao polinomial ajustada foi
apresentada como graficos de superficie de respostas, no intuito de ilustrar a relacao
entre a resposta e 0s niveis experimentais de cada fator e para deduzir as condicdes

otimas.
3.5.2.1. Ajuste e testes do modelo de regressao

As analises estatisticas (ANOVA e de regressao) dos dados experimentais
foram realizadas utilizando-se o software STATISTICA ® (versao 10). A adequacéo
do modelo foi determinada pela avaliacdo da probabilidade de F para a falta de
ajuste na analise de variancia da regressao. O Teste t de Student foi utilizado para

testar a significancia das estimativas dos coeficientes da regressao.

3.5.2.2. Validacao do modelo de regresséao ajustado

Para verificar a validade das estimativas da equacao de regresséo (valores
preditos) foram realizados experimentos de confirmacéao (3 repeticdes), utilizando os

valores das variaveis independentes nas condi¢cfes 6timas estimadas pelo modelo.

3.6. Obtencao dos extratos de silverskin por UAE na condi¢céo otimizada

Os valores oOtimos determinados para as variaveis independentes que
influenciaram o sistema, assim como, 0S niveis mais baixos das variaveis
independentes nao significativas, foram utilizados na UAE para gerar extratos ricos
em 5-CQA e CAF. Os extratos gerados foram quantificados em termos de
teobromina, teofilina e acido cafeico, utilizando metodologia por padronizacéo
externa, e HPLC-DAD. Além disso, os extratos foram caracterizados por LC/MS" e
0s compostos identificados como derivados clorogénicos, foram quantificados em

termos de equivalentes do 5-CQA.
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3.7. Obtencao dos extratos de silverskin por metodologia convencional de
extracéo

Os ensaios de extracdo do 5-CQA e da CAF, empregando extracao solido-
liquido, foram realizados com o objetivo de comparar a eficiéncia de extracdo da
metodologia convencional com a UAE, desenvolvida no presente estudo. O
parametro utilizado para a comparacéo foi a quantidade, em mg g™, de 5-CQA e
CAF extraidos da matriz. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a extracdo soélido-liquido do 5-CQA, utilizou-se a metodologia de
extracdo sequencial desenvolvida por Jeszka-Skowron et al.'®® Pesou-se cerca de
0,1g de amostra, que foi acondicionada em tudo de ensaio, e adicionou-se 5 mL de
solucdo metanol-agua (8:2). A mistura foi agitada em agitador de tubos do tipo
vortex, por 5 minutos e centrifugada, a 5000 rpm, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado, filtrado em filtro para seringa e analisado por HPLC-DAD,
nas condicdes descritas na secdo 3.4. O residuo foi novamente submetido ao
processo de extracdo, de forma sequencial, até que o composto nao fosse
identificado no sobrenadante coletado.

Para a extracdo solido-liquido da CAF, utilizou-se a metodologia de extracao
sequencial desenvolvida por Zuo et al.'*® Pesou-se cerca de 2 g de amostra em tubo
de ensaio e adicionou-se 20 mL de solu¢cdo metanol-agua (8:2). Apdés 3 horas de
extracdo, o sobrenadante foi coletado. O residuo foi novamente submetido ao
procedimento extrativo utilizando metanol-agua (total 3 vezes). ApOs esta primeira
etapa de extracdo, adicionou-se ao residuo, 20 mL de solugdo metanol-agua (8:2),
acidificada com 0,15 % de HCIl. Ap6s 3 horas de extracdo, o sobrenadante foi
coletado e o procedimento repetido (total 2 vezes). Os volumes dos cinco
sobrenadantes foram combinados e filtrados em algodédo, gerando o extrato. O
extrato foi diluido em agua Milli-Q, filtrado em filtro para seringa e analisado por

HPLC-DAD, nas condi¢des descritas na secéo 3.4.
3.8. Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato de silverskin

O extrato hidroetandlico, obtido por UAE, e os padrdes analiticos 5-CQA e
CAF, foram submetidos a avaliacdo da capacidade antioxidante pelos métodos

DPPH e FRAP. Para a avaliacdo da atividade dos padrbes analiticos, foram
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preparadas solugdes estoque individuais dos compostos, em concentracoes
idénticas as dos compostos no extrato, ou seja, 40 mg L™ de 5-CQA e 125 mg L™ de
CAF.

3.8.1. Método do sequestro do radical DPPH

A capacidade antioxidante das amostras foi determinada pela reducéo do
DPPH®, segundo metodologia espectrofotométrica proposta por Brand-Williams et
al.'® A identificacdo dos compostos responsaveis pelo sequestro do DPPH® foi
realizada por HPLC-DAD.'®

Ambos os ensaios, utilizaram solugdo metandlica do radical DPPH (0,06 mM),

preparada imediatamente antes do inicio do ensaio.
Método Espectrofotométrico

O extrato foi diluido a 0,1; 1,0; 5,0; 7,5 e 10 % (v/v), utilizando metanol.
Considerando o rendimento em extrato seco (2,09 g L), obtido mediante
evaporacao do extrato liquido, sob fluxo de nitrogénio, até a secura, as diluicdes do
extrato hidroetandlico corresponderam as seguintes concentracfes respectivamente:
2,10; 20,96; 104,82; 157,23 e 209,64 mg L™.

Para fins de comparacéao, as solucdes estoque dos padrbes de 5-CQA e CAF
foram diluidas em metanol, nas mesmas propor¢cdes (v/v) do extrato, gerando
solucBes nas seguintes concentracdes: 0,04; 0,40; 2,00; 3,00 e 4,00 mg L™ de 5-
CQA e 0,13; 1,25; 6,26; 9,39 e 12,52 mg L™ de CAF.

Inicialmente, selecionou-se uma amostra do extrato diluido para a avaliacéo
do tempo de reacdo com o DPPH®. Para o procedimento, uma aliquota de 0,5 mL da
amostra foi transferida para um tubo de ensaio e adicionou-se 1,0 mL da solu¢éo de
DPPH® (0,06 mM). A solucéo foi homogeneizada em agitador de tubos do tipo vortex
e o volume transferido para uma cubeta de vidro. Realizou-se a leitura da
absorvancia da amostra em espectrofotbmetro, a 517 nm, em intervalos de 5
minutos, até a estabilizacdo da absorvancia. Utilizou-se metanol para a calibracao
do equipamento e como amostra controle (amostra sem adicdo de antioxidante).
Determinado o tempo de reacgéo (30 minutos), todas as outras diluicbes do extrato e

dos padrbes foram submetidas ao mesmo procedimento.
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A absorvancia de cada amostra foi correlacionada com a absorvancia do
controle, estabelecendo-se assim, o percentual de inibicdo do DPPH®, conforme a

féormula abaixo:

L absorbancia do controle — absorbancia da amostra
% de Inibicdo do DPPHe = — x100
absorbancia do controle

(Equacéo 6)

Os resultados do ensaio foram expressos em termos de ECsy, que
corresponde a concentracdo da amostra necessaria para reduzir 50 % da
absorvancia do DPPH®. O valor de ECso é obtido substituindo-se a absorvancia
equivalente a 50 % de inibicdo do radical na equacao da reta que relaciona os dados
de % de inibicdo do DPPH® versus concentracdo das amostras. O experimento foi

realizado em ambiente escuro, em triplicata.
Método DPPH-HPLC-DAD

No ensaio DPPH-HPLC-DAD foi avaliada a diluicdo a 10 % (v/v), tanto do
extrato, quanto das solucdes dos padrées. De cada amostra, foram retiradas duas
aliquotas de 0,5 mL. As aliquotas foram acondicionadas em tubos de ensaio, ao
primeiro tubo, adicionou-se 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH (0,06 mM), enquanto ao
segundo, 1 mL de metanol. As solu¢cbes foram homogeneizadas em agitador de
tubos do tipo vortex e deixadas em repouso, em ambiente escuro, durante 30
minutos. Transcorrido o tempo de reacdo, as amostras foram analisadas por HPLC-
DAD, nas condicfes descritas na secao 3.4. A avaliacdo dos resultados foi realizada
mediante a diferenca de area cromatografica dos picos dos compostos da amostra

com e sem adicdo de DPPH.
3.8.2. Método FRAP

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante por meio da reducédo do ferro,
utilizou-se a metodologia desenvolvida para a avaliacdo em frutas.!”® O reagente
FRAP foi obtido a partir da mistura de 25 mL de tampédo acetato (0,3 M); 2,5 mL de
uma solucao de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (10 mM) e 2,5 mL de cloreto de
ferro em solugéo aquosa (20 mM). O reagente foi preparado imediatamente antes do

inicio do ensaio.
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O ensaio foi realizado utilizando as seguintes diluicbes do extrato
hidroetandlico: 0,1; 1,0; 5,0; 75 e 100 % (v/v) em metanol. Considerando rendimento
da extracdo (2,09 g L™) as diluicdes corresponderam as seguintes concentracées
respectivamente: 2,10; 20,96; 104,82; 1572,30 e 2096,40 mg L™. As solucdes
estoque dos padrbes 5-CQA e CAF foram diluidas a 0,1; 1,0; 75 e 100 % (v/v) em
metanol, gerando solucdes nas seguintes concentracdes: 0,04; 0,40; 30 e 40 mg L™,
de 5-CQA e 0,13; 1,25; 93,75 e 125 mg L™ de CAF.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, aliquotas de 2,7 mL do reagente
FRAP foram transferidas para tubos de ensaio. A cada tubo contendo o reagente,
foram adicionados 270 pL de agua destilada e 90 yuL da amostra a ser avaliada. As
solucdes foram homogeneizadas em agitador de tubos do tipo vortex e incubadas a
37 °C, durante 30 minutos. A leitura das absorvancias foi realizada em
espectrofotometro, a 595 nm. A quantificacdo foi realizada a partir de uma curva
analitica, utilizando sulfato ferroso como padrdo (500 a 2000 pM). O resultado foi

expresso em pumol de sulfato ferroso por grama de amostra (UM FeSO, g™).

3.9. Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de silverskin frente a Artemia

salina Leach

O extrato hidroetandlico, obtido por UAE, foi submetido ao ensaio de
avaliacdo da toxicidade aguda frente a Artemia salina Leach. Para tanto, utilizou-se

a metodologia desenvolvida por Meyer et al.:**°

preparou-se uma solucdo de sal
marinho (30 g L™), ajustou-se o pH da solucéo a 9,0, por meio da adicdo de solucéo
de hidroxido de sédio (0,1 M). A solucdo salina foi utilizada para a eclosdo dos ovos
do microcrustaceo e para o preparo das diluicbes do extrato.

Os ovos da Artemia salina foram adicionados a solucdo salina. A solucéo
contendo os ovos foi mantida sob aeragédo constante e temperatura de 25 °C, por 48
horas, periodo necessério para a eclosdo das larvas.

O extrato hidroetandlico foi reduzido em rota-evaporador e apads, liofilizado. O
extrato seco foi ressuspenso em solugao salina, gerando o extrato bruto. O extrato
bruto foi diluido, também em solucdo salina, gerando solu¢cdes nas seguintes
concentragbes: 0,1; 1,0; 5,0; 7,5 e 10 % (v/v), que correspondem a respectivamente
2,10; 20,96; 104,82; 157,23 e 209,64 mg L. Estas solucdes foram utilizadas para o

ensaio de toxicidade.
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Transcorrido o periodo de eclosdo dos ovos, um conjunto de larvas foi
selecionado e transferido para tubos de ensaio, de forma que cada tubo continha 10
mL de solucdo de extrato diluido e 10 larvas. A contagem dos individuos vivos e
mortos foi realizada apés 24 horas de contato das larvas com a solu¢édo do extrato.
Os dados de % de larvas mortas, em relacdo a concentracdo do extrato, foram
utilizados para estimar a concentracao letal media de extrato (LCsp) responséavel por
matar 50 % das larvas. O teste foi acompanhado de um controle negativo (solugéo

salina) e realizado em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacdo da metodologia analitica por HPLC-DAD para a quantificacéo
dos compostos

As condicBes cromatogréficas estabelecidas por Rodrigues et al.**® foram
utilizadas para a analise da mistura de padrdes: CAF, teobromina, teofilina, &cido
cafeico e 5-CQA. Os cromatogramas obtidos foram processados e 0s picos
cromatografico integrados em dois A maximos: (I) 272 nm (méaximo de absorcdo da
CAF), para a andlise das metilxantinas, e (1) 325 nm (maximo de absor¢cédo do 5-
CQA), para a analise do 5-CQA e do &cido cafeico. Como pode ser visualizado nos
cromatogramas A e B da Figura 10, o método proporcionou separagao satisfatoria

entre 0s compostos, com tempo razoavel de analise.
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Figura 10: Cromatograma obtido por HPLC-DAD, da solug&o dos padrdes analiticos:
teobromina, teofilina, 5-CQA, acido cafeico e cafeina. A: A = 272 nm e B: A = 325
nm. Condi¢des cromatogréficas descritas na se¢édo 3.4 da Parte Experimental.
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A metodologia foi validada segundo as figuras de mérito: seletividade,
linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacao.

A) Seletividade

A seletividade € a capacidade que o método analitico possui de determinar o
analito de forma inequivoca, mesmo na presenca de outros componentes.'®’ A
seletividade do método foi avaliada mediante obtencdo de cromatogramas de
varredura do extrato hidroetandlico de silverskin, fortificado com os padrdes, e da
solucdo contendo os padrées analiticos.'®” A pureza dos picos cromatograficos dos
5 compostos no extrato foi indicada pela semelhanca entre os espectros de UV dos
compostos na amostra e na solucdo padrdo. O método se mostrou seletivo para

todos os compostos.

B) Linearidade

Os intervalos de concentracdo avaliados para os analitos apresentaram
linearidade, uma vez que, os incrementos de concentracao utilizados na construcao
da curva padrdo, obtiveram areas cromatograficas diretamente proporcionais, com
coeficiente de correlagcdo (r’) superiores a 0,99. A Tabela VIl apresenta 0s
intervalos de concentracdo avaliados para cada analito, com suas respectivas

equacdes e coeficientes de correlacao.

C) Limite de deteccao e quantificacao

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo dos limites de deteccdo e
guantificacdo dos cinco compostos ficaram dentro da faixa esperada para amostras
de café e produtos derivados.'”*'"? A Tabela VIII apresenta os resultados dos

ensaios para 0os compostos.
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Tabela VIII: Resultados dos ensaios de linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificagéo.

2

Composto Equacéo da reta r Intervalo linear(*) LOD(*) LOQ(*
Teobromina y = 31996x — 4055,8 0,999 1-50 0,6024 1,8254
Teofilina y = 35266x —3932,9 0,999 1-50 0,3949 1,1966
Cafeina y =29832x —9057,1 0,999 1-75 0,7081 2,1458
Acido cafeico  y =59221x —288,5 0,998 0,1-1,1 0,0551 0,1668
5-CQA y =31704x — 11171 0,999 1-50 0,8965 2,7168

(*) intervalo linear; LOD e LOQ em pg.mL™

D) Preciséo (repetitividade)

Os ensaios realizados para a analise da precisdo (repetitividade)
apresentaram desvio padrédo entre 0,5 e 1,4 %. Os valores obtidos comprovam a

precisdo instrumental, visto que ndo excederam 5 % de variacdo.®’

4.2. Otimizacdo dos parametros da UAE para a extracdo do &acido 5-
cafeoilquinico e da cafeina

4.2.1. Ensaio de triagem das variaveis significativas

Na etapa de triagem das variaveis significativas, foi utilizado o planejamento
fatorial completo 2* com ponto central. As variaveis independentes avaliadas foram:
razdo amostra-solvente (x1), % de etanol no solvente extrator (x2), temperatura (x3) e
tempo de extracdo (xs4). As duas variaveis dependentes monitoradas foram os
rendimentos de 5-CQA (y1) e CAF (y2). A Tabela IX apresenta os resultados dos 21

experimentos realizados.
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Tabela IX: Resultados do planejamento fatorial completo 2* com ponto central.

_ Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Experimento
X1 X2 X3 X4 V1 y2
1 10 30 35 7 1,78 5,67
2 20 30 35 7 1,84 5,64
3 10 70 35 7 1,53 5,80
4 20 70 35 7 1,57 5,83
5 10 30 55 7 1,99 6,04
6 20 30 35 7 2,07 6,02
7 10 70 95 7 1,88 6,01
8 20 70 95 7 1,90 6,12
9 10 30 35 17 1,89 5,79
10 20 30 35 17 1,92 5,72
11 10 70 35 17 1,68 5,77
12 20 70 35 17 1,84 5,83
13 10 30 55 17 1,96 6,15
14 20 30 55 17 2,12 6,05
15 10 70 55 17 1,97 6,18
16 20 70 55 17 2,00 6,20
R1 15 50 45 12 1,81 6,15
R2 15 50 45 12 1,90 6,08
R3 15 50 45 12 1,89 6,13
R4 15 50 45 12 1,90 6,05
R5 15 50 45 12 1,90 6,12

Os dados da Tabela IX foram submetidos ao teste t de Student, a fim de

avaliar a significancia das variaveis independentes, ou seja, quais variaveis afetaram

0 processo de extracdo. A Tabela X apresenta os resultados do teste.
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Tabela X: Resultados da aplicacao do teste t aos dados do planejamento fatorial.

Variavel independente 5-CQA CAF
p-valores p-valores
X1 0,0989 1,0000
X2 0,0260 0,0446
X3 0,0113 0,0028
X4 0,0533 0,0604
X1 X2 0,7244 0,0927
X1 X3 1,0000 0,9024
X1 X4 0,4579 0,3383
X2 X3 0,1671 0,3828
X2 X4 0,1799 0,4929
X3 X4 0,1799 0,2667
X1 X2 X4 0,7244 0,7178
X1 X3 X4 1,0000 0,3828
X2 X3 X4 0,7898 0,1425
X1 X2 X3 X4 0,3809 0,6349

Toda variavel independente cujo p-valor foi menor que o nivel de significancia
a=0,05, foi considerada significativa ao processo de extragdo. Por consequéncia, as
variaveis: % de etanol no solvente extrator (x2) e temperatura de extragao (x3), foram
consideradas significativas, tanto para o 5-CQA, quanto para a CAF. As demais
variaveis e interacfes foram consideradas nao significativas.

As variaveis independentes significativas foram otimizadas nas etapas
seguintes do processo. Para os experimentos de otimizacdo, as variaveis néo
significativas foram mantidas nos seus niveis mais baixos (-1): tempo de extracéo 7
minutos e razdo amostra-solvente 1/20 (10 mL de solvente), a fim de economizar

solvente, energia e tempo de trabalho.

4.2.2. Otimizacdo dos parametros de extracdo utilizando a metodologia de
superficie de resposta

Para a etapa de otimizacao, as variaveis independentes foram recodificadas
da seguinte forma: % de etanol no solvente extrator (x1) e temperatura de extracao
(x2). O efeito da variacdo das variaveis independentes sobre as variaveis resposta foi

investigado. Para tanto, realizou-se uma série de experimentos de extragéo,
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seguindo o planejamento delineamento composto central rotativo. Cada experimento
gerou duas variaveis resposta: rendimento de 5-CQA (y1) e de CAF (y2). A Tabela Xl

apresenta os resultados obtidos nos 11 experimentos do planejamento.

Tabela XI: Resultados do planejamento delineamento composto central rotativo.

Temperatura (°C) 5-CQA (mg  CAF (mg g™)

Ensaio % Etanol (x1) (x2) g () (v2)
1 30 35 1,77 5,80
5 70 35 1,70 5,83
3 30 55 1,99 6,05
4 70 55 1,75 6,20
5 22 45 1,84 5,63
6 78 45 1,52 5,82
7 50 31 1,86 5,99
8 50 59 2,04 6,32
9 50 45 1,92 6,12
10 50 45 1,92 6,15
11 50 45 1,91 6,17

Para melhor compreenséao, os proximos resultados do processo de otimizacéo

serdo apresentados de forma separada para o0 5-CQA e para a CAF.

A) Ajuste da equacdo de regressao e interpretacdo do modelo de superficie de
resposta para o rendimento do 5-CQA

Ao conjunto de respostas yi, rendimento de 5-CQA (Tabela XI), foi ajustado
um modelo de regressdo estimado (funcdo matematica), a fim de explicar o
comportamento (variacfes) da resposta. Desta forma, avaliou-se a adequacédo do
modelo proposto na explicacdo dos resultados experimentais. O modelo utilizado
para a aproximacdo foi o quadratico (Equacdo 3). A Tabela XIl apresenta o

resultado da analise do modelo quadratico.
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Tabela Xll: Resultados da andlise do modelo quadratico para o 5-CQA.

Coeficientes Erro tcalculado P

b 1,9181 + 0,0042 452,8223 0,0000
by -0,0953 + 0,0026 36,6885 0,0007
b, 0,0654 + 0,0026 25,1557 0,0016
bi1 -0,1228 + 0,0031 39,6084 0,0006
by, 0,0133 + 0,0031 4,2917 0,0502
by, -0,0427 + 0,0037 11,6508 0,0073

Os coeficientes (b) foram calculados pelo método de minimos quadrados. A
significancia de cada coeficiente foi determinada pelo teste t de Student.

Verificou-se a significancia estatistica, a um nivel de 95 % de confianca (p <
0,05), dos coeficientes by, by, b,, by, € by,. Os trés ensaios repetidos no ponto central
foram utilizados para calcular s? =0,00005, uma estimativa da variancia
relacionadas ao erro puro.

Substituindo os valores de b na equacado do modelo quadratico, obtém-se a
equacao de regressao ajustada, que explica a variacdo do rendimento de 5-CQA em

funcado das variaveis independentes:

$ =1,92 — 0,09x, + 0,06x, — 0,12x2 — 0,04x,x, (Equacio 7)

A equacdo de regressdo ajustada foi utilizada para calcular os valores
preditos (y1) para cada uma das 11 condi¢des experimentais estudadas. O grafico da
Figura 11 apresenta a relacdo entre os valores experimentais (yi1) versus valores

preditos (y1) pelo modelo para o 5-CQA.
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Figura 11: Grafico dos valores experimentais (yi) versus preditos pelo modelo
guadréatico ajustado (y1) para o 5-CQA.

A proximidade dos resultados a reta identidade do grafico de valores indicou
concordancia entre os valores experimentais e o0s obtidos pela equacdo de
regressao ajustada para a maioria dos experimentos.

O modelo quadrético ajustado foi adequado, de acordo com os resultados
obtidos na ANOVA (Tabela XIlI).

Tabela Xlll: Analise de variancia para o0 modelo quadratico ajustado.

Fonte de variacdo SQ N°deg.l. MQ Fcalculado P
Regressao 0,2130 5 0,0426 70,20 0,0001
Residuos 0,0030 5 0,0006
Falta de Ajuste 0,0029 3 0,0010 18,13 0,0527
Erro Puro 0,0001 2 0,0001
Total 0,2161 10

% Variacao Explicada: 98,60

% Méaxima Variacao Explicavel: 99,95

S$Q: soma quadratica da regressdo; MQ: média quadratica da regressao.

Os resultados da ANOVA mostraram que o modelo quadréatico ajustado nao
apresenta falta de ajuste significativo e, portanto, explica com razoavel fidelidade os
dados experimentais. Este fato fica comprovado mediante o teste F envolvendo esta
fonte de variacdo, uma vez que ndo existe nenhuma evidéncia de falta de ajuste, no

nivel de 95 % de confianga (p > 0,05). Além disso, 0 modelo quadratico ajustado
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explica 98,60 % da variacdo em torno da média, dos 99,95 % de variacdo
explicaveis.

Os resultados também mostraram que a variacdo em torno da média devido
aos parametros da regressao foi significativa, verificada mediante o teste F, a um
nivel de confianca de 99,99 %, uma vez que esta fonte de variacdo apresentou um
valor de p de 0,0001.

A regressao mostrou-se valida para fins preditivos, uma vez que o coeficiente
de determinacao foi 98,60 % e a razao Fcaiculado/ Fiabelado fOi maior que 10 (70,20/3,45
=~ 20,34).

Diante da adequacao, o modelo quadratico ajustado (Equacéo 7) foi utilizado
para a construcao do gréafico da superficie de resposta para o rendimento de 5-CQA
em funcado das variaveis % de etanol no solvente extrator e temperatura de extracéo
(Figura 12).

AANANNAN
= b b b N
WO~

Figura 12: Superficie de resposta do modelo quadratico ajustado mostrando os
efeitos do % de etanol no solvente extrator (x1) e da temperatura de extracao (x2)
sobre o rendimento de extragdo do 5-CQA (y1).

A localizacdo do ponto 6timo (maior rendimento de 5-CQA) é obtida avaliando
os coeficientes quadraticos do modelo ajustado (Tabela XlIl). Como o coeficiente

guadratico b;;, % de etanol, foi negativo e b,,, temperatura, nao apresentou
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significancia estatistica, a superficie gerada pelo modelo ndo possui um ponto
estacionario, ou seja, um ponto onde ambas as derivadas parciais sejam nulas:
ay 0y
o, ax, | (Equagdo 8)
O procedimento recomendado no caso da variavel temperatura, € 0
deslocamento no intervalo estudado até uma regido onde a superficie apresente
curvatura. Entretanto, devido as limitacbes experimentais, visto que o banho de
ultrassom alcancava a temperatura maxima de 60 °C, definiu-se como temperatura
ideal 59 °C (+1,41 em valor codificado), uma vez que o coeficiente linear relacionado
ao parametro temperatura era positivo (Tabela XlI).
Com relacdo ao percentual de etanol, verificou-se o valor que maximiza a
resposta, a uma temperatura de 59 °C, derivando-se parcialmente a funcdo do

modelo em relac&o a essa variavel:

0_31 = —0,09 — 0,24x, — 0,04x, (Equacdo 9)

Substituindo o valor de x; por 1,41, temos que x; = —0,61 (37,8 % em valor
decodificado), ou seja, etanol a 37,8 % € o valor 6timo para obtencdo do 5-CQA.
Desta forma, as condi¢cdes definidas para a obtencdo do maior rendimento extrativo
de 5-CQA na silverskin foram: volume de solvente = 10 mL; % de etanol no solvente
extrator = 37,8; temperatura = 59 °C e tempo de extracdo = 7 minutos.

Substituindo os valores 6timos das variaveis independentes no modelo
ajustado, obtém-se o rendimento estimado de 5-CQA: 2,07 mg g™. A validacdo do
modelo preditivo de extracdo foi realizada comparando-se os rendimentos do 5-
CQA, obtidos experimentalmente (n=3), e o estimado pelo modelo. O resultado
experimental, 2,04 (+0,02) mg g™ de silverskin, ndo difere significativamente do valor

predito, a um nivel de confianca de 95 %, resultado que validou o modelo preditivo.

B) Ajuste da equacdo de regressdo e interpretacdo do modelo de superficie de
resposta para o rendimento da CAF

O modelo quadratico (Equacdo 3) foi aplicado ao conjunto de dados
referentes ao rendimento experimental de CAF (Tabela Xl). A Tabela XIV apresenta

os resultados da analise do modelo.
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Tabela XIV: Resultados da analise do modelo quadratico para CAF.

Coeficientes Erro tcalculado P
b, 6,147 0,0145 423 0,00001

I+

b, 0,056 + 0,0089 6,302 0,02427

+

+

b, 0,136 + 0,0089 15,27 0,00426
b,; -0,204 + 0,0106 19,2 0,00270

+

+

b,, 0,012 + 0,0106 1,139  0,37279

b,, 0,03 = 0,0126 2,384 0,13993

+

Os coeficientes (b) foram calculados pelo método de minimos quadrados. A

significancia de cada coeficiente foi determinada pelo teste t de Student.

Verificou-se a significancia estatistica, a um nivel de 95 % de confianca (p <
0,05), dos coeficientes by, by, b, € b;;. Os trés ensaios repetidos no ponto central
foram utilizados para calcular s? = 0,00063. Os valores de b foram utilizados para
obter a equacdo de regressdo ajustada, que explica a variacdo do rendimento de

CAF em funcéo das variaveis independentes:

y = 6,15+ 0,06x; + 0,14x, — 0,20x? (Equacdo 10)

O gréfico da Figura 13 apresenta a relacdo entre os valores experimentais

(y2) versus valores preditos pela equacédo de regressao ajustada (y;) para a CAF.

Ensaio |y, (mg g™")|¥» (mg g”') :
1 5.80 5.75 630 1
2 583 5.87 T, 6.20
3 6.05 6.03 o
4 6.20 6.15 2 o107
5 563 567 £ 6.0
6 5.82 5.84 &
7 599 595 5 5.90
8 | 632 6.35 S 580
9 6.12 6.15 et
10 6.15 6.15 570 1
11 6.17 6.15 <60

5.60 5.70 5.80 5.90 6.00 6.10 6.20 6.30 6.40
Valores Experimentais (mg g)

Figura 13: Gréfico dos valores experimentais (yz) versus preditos pelo modelo
quadrético ajustado (y.) para a CAF.
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A proximidade dos resultados a reta identidade indicou concordancia entre as
respostas estimadas pelo modelo e as observadas experimentalmente.

O modelo quadrético ajustado apresentou-se adequado, de acordo com 0s
resultados obtidos na ANOVA (Tabela XV).

Tabela XV: Analise de variancia para o modelo quadrético ajustado.

Fonte de variacdo SQ N°deg.l. MQ Fcaiculado P
Regresséo 0,4413 5 0,0883 62,3269  0,00017
Residuos 0,0071 5 0,0014
Falta de Ajuste 0,0058 3 0,0019  3,0602 0,2559
Erro Puro 0,0013 2 0,0006
Total 0,4484 10

% Variacao Explicada: 98,42

% Maxima Variagéo Explicavel: 99,71

S$Q: soma quadratica da regressao; MQ: média quadratica da regressao,

Os resultados da ANOVA demonstraram que o modelo quadréatico ajustado
nao apresenta falta de ajuste. Este fato fica comprovado mediante o teste F
envolvendo esta fonte de variacdo, uma vez que nao existe nenhuma evidéncia de
falta de ajuste, no nivel de 95 % de confianca (p > 0,05). Além disso, o modelo
guadratico ajustado explica 98,42 % da variacdo em torno da média, dos 99,71 % de
variacao explicavel.

Os resultados também demonstraram que a variacdo em torno da média foi
significativa, verificada mediante o teste F, a um nivel de confianca de 99,99 %, uma
vez que esta fonte de variacdo apresentou um valor de p de 0,0001.

A regressao mostrou-se valida para fins preditivos, uma vez que o coeficiente
de determinacdo foi de 98,42 % e a razdo Fcaculado/Ftabelado fOi maior que 10
(62.33/3,45 = 18,06).

Diante da adequacéo, o modelo quadrético ajustado (Equacéo 10) foi utilizado
para a construcdo do grafico da superficie de resposta para o rendimento de CAF
em funcéo das varidveis % de etanol no solvente extrator e temperatura de extragdo
(Figura 14).

68



Tese de Doutorado - PPGQ/UFRGS

=64

<64

o - < 62
B <6

[l < 5.8

<56

% ¥ o <54

a® e, o <52

Figura 14: Superficie de resposta do modelo quadratico ajustado mostrando os
efeitos do % de etanol no solvente extrator (x1) e da temperatura de extragcdo (x2)
sobre o rendimento de extracdo da CAF (y2).

Novamente, o coeficiente quadratico do modelo ajustado para o % de etanol
(b,,) foi negativo e para a temperatura (b,,) foi ndo significativo (Tabela XIV). Logo,
a superficie gerada pelo modelo ndo apresenta um ponto estacionario. Em
consequéncia disto, optou-se por realizar a extracdo a 59 °C (+1,41 em valor
codificado), uma vez que o coeficiente linear relacionado a esse parametro é
positivo.

Com relacdo a variavel % de etanol, verificou-se o valor que maximiza a
resposta a uma temperatura de 59 °C derivando parcialmente a funcdo do modelo
em relacdo a essa variavel:

2 0,06 - 0,402,
0x, (Equacédo 11)

Igualando a derivada a zero e isolando a variavel independente xi1, temos que
x; = 0,15 (53 % em valor decodificado). Desta forma, as condi¢cdes para a extracéo
da silverskin com o maior rendimento em CAF, foram: volume de solvente = 10 mL,;
% de etanol no solvente extrator = 53; temperatura = 59 °C e tempo de

extragao = 7 minutos.
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O rendimento estimado em CAF para a condicdo otimizada foi 6,33 mg g™ de
silverskin. O resultado experimental, 6,29 (+0,08) mg g%, ndo difere
significativamente do valor predito, a um nivel de confianca de 95 %, resultado que

validou o modelo preditivo.
4.2.3. Otimizacado de multiplas variaveis resposta

Uma vez que os valores Otimos para a variavel % de etanol no solvente
extrator ndo foram os mesmos para a extracdo de 5-CQA (37,8 %) e CAF (53%),
adotou-se a abordagem de otimizacdo simultdnea das varidveis respostas. O
procedimento consiste na combinacdo das diversas respostas em uma Unica
resposta composta. A utilizacdo desta ferramenta requer a definicdo do intervalo de
especificacdo, do nivel de importancia relativa e do peso, para cada uma das
variaveis resposta.’

Diante da atividade antioxidante apresentada, tanto pelo 5-CQA, quanto pela
CAF,%® definiu-se que as duas varidveis resposta eram igualmente importantes,
atribuindo-lhes assim, igual peso, limites de especificagbes para 0s niveis e
importancia. Definido o critério (igualdade de importancia das variaveis resposta no
processo de extragdo) e por se tratarem de apena duas respostas, a resposta
combinada foi a media aritmética dos valores 6timos para a variavel independente

cujos valores ndo coincidiam (x1):

x;médio = L’;xlb (Equagio 12)
x,médio = w = —0,46 (45 % em valor decodificado).
onde:
x,a € o valor 6timo para 5-CQA x,b € o valor 6timo para CAF

Os valores 6timos para as variaveis independentes na condi¢do de otimizacao
simultanea foram: volume de solvente = 10 mL; % de etanol no solvente extrator =

45; temperatura = 59 °C e tempo de extragdo = 7 minutos.
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Os valores das variaveis independentes foram aplicados aos modelos
quadréticos ajustados, obtendo-se rendimentos estimados de 5-CQA e CAF
respectivamente de 2,03 e 6,29 mg g*. Enquanto os rendimentos obtidos nas
extracBes para a validacdo do modelo foram 2,00 (+ 0,018) mg g™ para o0 5-CQA e
6,26 (+ 0,199) mg g* para a CAF (n=3), resultados que ndo diferem
significativamente dos valores preditos, em um nivel de confianca de 95 %,
validando o modelo preditivo. Desta forma, chegou-se a uma condi¢cdo experimental
gue, dentro das condicdes avaliadas, propiciou o maior rendimento no processo de
extracdo do 5-CQA e CAF da silverskin, simultaneamente.

A UAE possui eficiéncia reconhecida no ambito das extracdes de produtos
naturais, sendo capaz de alcancar os objetivos de diminuicdo do uso de solventes e
consumo de energia, refletindo na reducdo do impacto ambiental.™®! Contudo, o
planejamento de experimentos, visando a otimizagdo do processo de extragéo,
mostra-se imprescindivel para alcancar resultados satisfatérios.** Os resultados
obtidos ao longo do presente estudo, demonstraram que mudangas na temperatura
e nas proporcbes do solvente extrator, levaram a aumentos no rendimento de
extracdo em cerca de 25 % para o 5-CQA e 11 % para a CAF. Além disso, o
planejamento de experimentos proporcionou a utilizacdo das variaveis nao
significativas aos processos nos seus niveis mais baixos: tempo de extracdo (7
minutos) e razdo amostra-solvente 1/20 (10 mL). Aliou-se assim, 0 maior rendimento
de extracdo dos compostos alvo, ao menor consumo de solvente, energia e tempo
de trabalho.

E importante salientar que o modelo de regress&o ajustado obtido no estudo,
representando a variacdo dos rendimentos de 5-CQA e CAF no processo de
extracdo por UAE, mostrou-se preditivo, ou seja, € possivel aplica-lo a novas
situacOes experimentais, dentro dos limites estudados. Contudo, estes modelos nao
preveem situacdes fora dos limites experimentais avaliados.

Em decorréncia da elevacdo da temperatura do sistema, os rendimentos de
CAF e 5-CQA aumentaram, continuamente, até 59 °C (temperatura limite estudada).
No entanto, ndo foi possivel definir a condicdo 6tima para esta variavel, devido as
limitagcdes de configuracao do banho de ultrassom. Em temperaturas superiores ao
limite estudado, o comportamento térmico dos dois compostos diferencia-se. A CAF

é extremamente estavel termicamente, enquanto o 5-CQA, é termossensivel.®® A
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degradacdo do 5-CQA se inicia, lentamente, préximo aos 40 °C, aumenta
rapidamente entre 80 e 100 °C e, em temperaturas proximas a 220 °C, o composto
encontra-se completamente degradado.'?*'?"'? Em consequéncia desta diferenca
na estabilidade térmica, ndo é possivel inferir 0 quanto a limitagdo instrumental
possa ter limitado o rendimento da extracao simultanea dos compostos.

A utilizacdo de etanol, agua e a mistura dos dois solventes na extracdo de
compostos bioativos é frequente, devido a baixa toxicidade em humanos e a
aceitacdo dos produtos por parte dos consumidores.'”® A mistura dos solventes
apresenta a vantagem de poder modular a polaridade, ou constante dielétrica, da

solucdo extrativa.'”*** Diversos estudos aplicaram a mistura etanol-4gua, em

25,26,27 46,136 de

diferentes propor¢des, na extracdo de acidos clorogénicos e cafeina
alimentos e/ou residuos de alimentos. No presente estudo, a mistura foi utilizada em
diversas proporcgdes (22:78 a 78:22), abrangendo uma ampla gama de polaridades,
0 que propiciou avaliar o comportamento dos compostos alvo frente as mudancas na
composicao do solvente extrator.

A solubilidade dos compostos de matrizes vegetais nos processos de
extracdo € governada por fatores como polaridade do solvente usado e natureza dos
compostos alvo, mas também, pela interacdo dos compostos com 0s outros
constituintes da matriz complexa.'™ Desta forma, a diferenca observada entre os
valores 6timos da variavel % de etanol no solvente extrator para os compostos alvo
do estudo, pode ser creditada a este conjunto de fatores.

As técnicas de extracdo convencionais (extracdo por solvente) foram as mais
aplicadas & silverskin?%2%2427:37.40414285 N o5 processos tradicionais, a eficiéncia da
extracdo baseia-se no poder de extracdo do solvente e na aplicacdo de aquecimento
el/ou agitacdo.'"®

Regazzoni et al.??

utilizaram a extracdo sodlido-liquido na preparacdo de
extratos hidroalcodlicos de silverskin da espécie Arabica. As concentracfes de CAF
e 5-CQA foram respectivamente 13,6 e 11,7 mg g™* de silverskin. Jimenez-Zamora et
al.?® determinaram teores de 2,2 mg g™ de silverskin para o 5-CQA, utilizando
residuo da mesma espécie de café e aplicando os mesmos métodos de extracdo e
andlise. O teor de 5-CQA reportado por Jimenez-Zamora et al.?*° é muito inferior ao
encontrado por Regazzoni et al.??> No entanto, é mais préximo dos citados na

21,42

literatura para a matriz e também, do encontrado no presente estudo.

72



Tese de Doutorado - PPGQ/UFRGS

Panusa et al.*

utilizaram a extracéo soélido-liquido na preparacdo de extratos
aquosos de silverskin (Ardbica e Robusta). O teor de CAF foi praticamente 0 mesmo
nos dois tipos de extratos, 3,7 mg g™ de silverskin. No entanto, o total de CGAs foi
superior no extrato de Robusta, 1,24 mg g™ de silverskin, quando comparado ao de
Arébica, 0,26 mg g*. A semelhanca entre os teores de CAF nas duas espécies de
silverskin foi confirmada por Toschi et al.®” que determinou valores entre 7,7 e 10,03
mg g™ de silverskin nos extratos aquosos, obtidos por extracéo sélido-liquido.
Bresciane et al.** utilizaram a UAE em conjunto com a extracdo sélido-liquido
para a extragcdo dos compostos bioativos da silverskin (Arabica). Os extratos
aquosos apresentaram teores de 5-CQA e CAF de respectivamente 1,99 e 10 mg g™*

de silverskin. Narita et al.>®

utilizaram a PLE, associada a analise univariada de
dados, para a obtencdo de extratos bioativos de silverskin. O residuo era
proveniente da mistura das duas espécies de café. O extrato com maior atividade
antioxidante apresentou teor de CAF de 4 mg g’ de silverskin e ndo continha 5-
CQA.

Estudos incluindo a avaliagcdo dos parametros de extracdo para a producao
de extratos de silverskin sdo escassos. Além do trabalho desenvolvido por Narita et

al.Z outros dois estudos,?>?®

utilizaram a extracdo solido-liquido e a analise
univariada de dados para a obtencdo de extratos. Em ambos os casos, a variavel
resposta foi o teor de polifendis totais nos extratos gerados.

A selecdo da estratégia de extracdo dos compostos em matrizes vegetais
depende do propésito do estudo.!” Pesquisas tém demonstrado quantidades
significativas de 5-CQA e da CAF no residuo do processo de producédo do café -

20,21,22,42

silverskin. Devido a pronunciada capacidade antioxidante destes

compostos, %3

€ possivel considera-los marcadores da eficiéncia de processos
extrativos, que visem a obtencéo de extratos com elevada atividade antioxidante.

A comparacéao da eficiéncia da metodologia desenvolvida no presente estudo,
em termos de rendimento de extracdo do 5-CQA e CAF, com as técnicas
convencionais descritas pela literatura, demonstra que os rendimentos obtidos
utilizando UAE, associada ao planejamento de experimentos, foram superiores ou
muito préximos, para ambos os compostos.?>*"*? Excecdo ao estudo conduzido por

22
l.

Regazzoni et a gue encontrou concentragbes muito superiores aos demais

trabalhos. A comparacdo dos resultados com os obtidos por técnicas nao
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convencionais de extracdo, demonstra que o rendimento de CAF na metodologia
desenvolvida foi superior ao obtido por PLE (4 mg g*),>® contudo, inferior ao obtido
por UAE (10 mg g™).%* Além disso, o rendimento de 5-CQA do presente estudo foi
semelhante ao obtido por UAE (1,99 mg g*),?* sem avaliacdo dos parametros de

extracao.

4.3. Comparacédo entre os métodos de extracdo dos compostos alvo: UAE e
extracdo convencional

As extracdes solido-liquido tiveram como objetivo a comparacao da eficiéncia
de extracdo dos compostos 5-QCA e CAF com a UAE. Os rendimentos para as
extracdes (mg g™ de residuo) foram: extracéo sélido-liquido (2,04 + 0,03 e 7,37 +
0,22) e extracdo assistida por ultrassom (2,00 + 0,02 e 6,26 = 0,20), para
respectivamente 5-CQA e CAF.

O rendimento obtido pela UAE para a extragdo do 5-CQA foi muito proximo da
extracdo convencional. A metodologia utilizada para a extracdo solido-liquido do
composto pode ser considera exaustiva, uma vez que foram realizadas extracdes
sequenciais, nas quais o 5-CQA foi monitorado por HPLC-DAD em todas as fracdes
geradas (secao 3.7 da Parte Experimental). A etapa final foi considerada aquela na
gual o pico do composto ndo mais foi detectado. O processo de extracdo durou 6
horas, gerou 12 fracées e consumiu 600 mL g™ de solvente.

O rendimento obtido pela UAE na extracdo de CAF foi cerca de 10 % inferior
a extracao convencional. O tempo total do procedimento convencional foi 15 horas e
o consumo de solvente foi 50 mL g™ de silverskin. Apesar do rendimento inferior, o
método desenvolvido para a extracao por UAE apresenta vantagens em relacdo a
extracdo convencional empregada, como menor consumo de solvente e tempo
trabalho. Além disso, a metodologia convencional utilizou metanol como solvente

extrator, considerado toxico para humanos.*”

4.4, Caracterizacdo do extrato utilizando LC/MS"

O extrato hidroetandlico de silverskin, obtido por UAE, foi caracterizado por
LC/MS". A identificacdo positiva de 4 compostos ocorreu por meio de padrdes

analiticos, enquanto 9 identificacdes tentativas foram feitas com base nos resultados
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cromatograficos e na comparacdo do padrdo de fragmentacdo dos analitos no MS"
com dados da literatura.'®®

A Figura 15 apresenta dois cromatogramas do extrato, obtidos por HPLC-

DAD, processados em 325 nm (maximo de absorcdo do 5-CQA) e 272 nm (maximo
de absorcao da CAF).
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Figura 15: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (processados em 325 e 272 nm)
do extrato hidroetandlico de silverskin. Condi¢cdes cromatograficas descritas na

secdo 3.4 da Parte Experimental. A identificacdo dos picos estad apresentada na
Tabela XVI.

O método cromatogréfico utilizado para a anélise dos extratos,™® promoveu
separacao aceitavel dos componentes da amostra, como pode ser visualizado nos
cromatogramas da Figura 15.

Os picos cromatograficos numerados como 2, 4, 5 e 6 (Figura 15), foram
identificados pelo uso de padrBes analiticos e correspondem respectivamente aos
compostos teofilina, 5-CQA, éacido cafeico e CAF. A Tabela XVI apresenta os

resultados cromatograficos e espectrométricos dos compostos identificados positiva
e tentativamente no extrato.

Os picos: 1, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13, do cromatograma (Figura 15), foram
tentativamente identificados como CGAs. Os detalhes sobre a identificacdo destes

compostos serdo apresentados a seguir.
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Tabela XVI: Compostos identificados positivamente e tentativamente no extrato hidroetandlico de silverskin obtido por UAE.

Pico tr (Min.) Composto Abreviatura Amax (nm) [M-H] (m/z) Fragmentos (m/z)
1 8,51 &cido 3-cafeoilquinico 3-CQA 325 353 191,135
2 14,0 teofilina — 271 181* 163,124
3 18,3 acido 3-feruloilquinico 3-FQA 325 367 193
4 21,2 &cido 5-cafeoilquinico 5-CQA 325 353 191,179, 161
5 25,0 Acido cafeico — 319 179 -
6 26,1 cafeina CAF 272 195* 138
7 31,1 &cido 4-feruloilquinico 4-FQA 321 367 173
8 32,2 &cido 5-feruloilquinico 5-FQA 325 367 191
9 38,4 A4cido 3,4-dicafeoilquinico 3,4-diCQA 321 515 353,173
10 39,1 Acido 3,5-dicafeoilquinico 3,5-diCQA 319 515 353, 191
11 42,5 A&cido 3-cafeoil-4-feruloilquinico 3C,4FQA 318 529 367, 349, 335
12 43,2  4cido 4,5-dicafeoilquinico 4,5-diCQA 325 515 353,173,179
13 47,8  A&cido 4-cafeoil-5-feruloilquinico 4C,5FQA 319 529 367, 353,173

* [M-H]" (m/z). Em negrito: pico-base. Condi¢Ges cromatograficas descritas na sec¢éo 3.4 da Parte Experimental.
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4.4.1. Identificacdo dos isdmeros do &cido cafeoilquinico

O pico 1 do cromatograma (Figura 15), gerou no MS* o ion desprotonado de
m/z 353 (Figura 16A1), tipico dos &cidos cafeoilquinicos (CQA).®* A fragmentacéo
deste fon no MS?, gerou os fragmentos de m/z 191 e 135 (Figura 16A2). Devido a
este padrao de fragmentacdo, o composto foi tentativamente identificado como o
isomero 3-CQA. Os fragmentos de m/z 191 e 135 correspondem respectivamente as
estruturas [acido quinico-H'] e [&cido cafeico-CO,-H'].**® Desta forma, dois
isomeros CQA foram identificados na amostra, o 5-CQA, identificado pelo uso de
padrdo analitico, e o 3-CQA, tentativamente identificado.

H I 03 BT .: A2 o1

—
135

Tl IJHJLL.LL.H'L“Jlllmw L | |

Figura 16: Espectro de massas do composto tentativamente identificado como 3-
CQA. Em Al: ion desprotonado m/z 353 e A2: seus fragmentos caracteristicos.

4.4.2. Identificacdo dos isémeros do acido feruloilquinico

Os trés picos: 3, 7, e 8 (Figura 15), geraram no MS’ o ion desprotonado de
m/z 367, que podem ser visualizados na Figura 17, respectivamente regides Al, B1
e C1. Este ion é caracteristico dos acidos feruloilquinicos (FQA), uma subclasse dos
CGAs. Existem 3 isdbmeros FQA: 3-FQA, 4-FQA e 5-FQA e a fragmentac&do no MS?

permite diferencia-los.*®
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Figura 17: Espectros de massas dos compostos tentativamente identificados como
isdbmeros do acido feruloilquinico. Em A1l: ion desprotonado de m/z 367 e A2: seus
fragmentos caracteristicos; composto identificado como 3-FQA. Em B1: ion
desprotonado de m/z 367 e B2: seus fragmentos caracteristicos; composto
identificado como 4-FQA. Em C1: ion desprotonado de m/z 367 e C2: seus
fragmentos caracteristicos; composto identificado como 5-FQA.

No caso do pico 3, o fon desprotonado de m/z 367 gerou no MS? o fragmento
majoritario de m/z 193 (Figura 17A2). Esta é a fragmentacdo caracteristica do
composto 3-FQA e o m/z 193, corresponde a estrutura [acido ferdlico-H'].** Para o
pico 7, 0 m/z 367 gerou no MS? o fragmento majoritario de m/z 173 (Figura 17B2).
Este é o padrdo de fragmentacdo do 4-FQA e o m/z 173, correspondente a estrutura
[4cido quinico-H,O-H'T.*®> O pico 8 foi identificado como sendo o composto 5-FQA,
devido & fragmentacdo no MS? do fon de m/z 367 ter gerado o fragmento majoritario
de m/z 191 (Figura 17C2). O fragmento de m/z 191 corresponde ao [a4cido quinico-
H+]_.165

4.4.3. Identificacdo dos isbmeros do acido dicafeoilquinico

Os trés picos: 9, 10 e 12 (Figura 15) geraram no MS* o fon desprotonado de

m/z 515, que podem ser visualizados na Figura 18, respectivamente regides Al, B1

165

e Cl. Este ion é caracteristico dos acidos dicafeoilquinicos (diCQA), outra
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subclasse dos CGAs. Os trés isdbmeros diCQA sao: 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-
diCQA.”? Estes compostos sdo formados pela reacdo de esterificacdo entre um
residuo de &cido quinico e dois residuos de &cido caféico.”> Como consequéncia, a
fragmentacdo do m/z 515 gera, nos trés casos, o fragmento majoritario de m/z 353,
correspondente ao [CQA-H']. A fragmentacdo subsequente (MS®) possibilita

diferenciar os isémeros, da mesma forma como ocorre com os isdmeros do CQA.'%°

173 ‘
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Figura 18: Espectros de massas dos compostos tentativamente identificados como
isdbmeros do diCQA. Em Al: ion desprotonado de m/z 515 e A2: seus fragmentos
caracteristicos; composto identificado como 3,4-diCQA. Em B1: ion desprotonado
de m/z 515 e B2: seus fragmentos caracteristicos; composto identificado como 3,5-
diCQA. Em C1: ion desprotonado de m/z 515 e C2: seus fragmentos caracteristicos;
composto identificado como 4,5-diCQA.

No caso do pico 9, a fragmentacdo do fon de m/z 353 (MS®), gerou o
fragmento de m/z 173 (Figura 18A2). Segundo dados da literatura, este € o padréo
de fragmentacdo do 3,4-diCQA e a estrutura de m/z 173, corresponde ao [acido
quinico-H,O-H'].*** Para o pico 10, a fragmentacdo do ion de m/z 353 (MS?), gerou
o fragmento de m/z 191 (Figura 18B2). O isdmero 3,5-diCQA apresenta este padréo
de fragmentacdo e o fragmento de m/z 191 corresponde ao [4cido quinico-H'].**> O
pico 12 foi identificado como sendo o isémero 4,5-diCQA, devido a fragmentagéo do

fon de m/z 353 (MS®) gerar dois fons: um de m/z 173, correspondendo ao [4cido
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quinico-H,O-H'T, e outro de m/z 179, correspondendo ao [acido cafeico-H'] (Figura
18C2).1%°

4.4.4. Identificacdo dos isdmeros do &acido cafeoilferuloilquinico

Os picos 11 e 13 (Figura 15) geraram no MS* o fon desprotonado de m/z 529,
gue podem ser visualizados na Figura 19, respectivamente regides A1 e B1. O ion é

185 outra subclasse dos

caracteristico dos &cidos cafeoilferuloilquinicos (CFQA),
CGAs. Este grupo de isbmeros é formado pela reacao de esterificacdo entre os
acidos quinico, caféico e fertlico.”? Apesar da MS* idéntica para todos os isémeros,
a diferenca na natureza e intensidade dos ions gerados nas fragmentacdes

subsequentes (MS? e MS®) possibilita diferencia-los.*®

AT . A2

353

Figura 19: Espectros de massas dos compostos tentativamente identificados como
isdbmeros do CFQA. Em Al: ion desprotonado de m/z 529 e A2: seus fragmentos
caracteristicos; composto identificado como 3C,4FQA. Em B1: ion desprotonado de
m/z 529 e B2:. seus fragmentos caracteristicos; composto identificado como
4C,5FQA.

A fragmentacéo do fon desprotonado de m/z 529 (MS?) no pico 11, gerou o
fragmento majoritario de m/z 367 e dois fragmentos secundarios, de m/z 349
(intensidade meédia) e 335 (intensidade baixa) (Figura 19A2). Com base na
literatura, este é o padrdao de fragmentacdo do 3C,4FQA e os fragmentos de m/z
367, 349 e 335, correspondem respectivamente as estruturas: [FQA-H'T, [FQA-HO-
H'T e [CQA-H,O-H'].1®°

No caso do pico 13, a fragmentacdo subsequente do fon de m/z 529 (MS?),
gerou o fragmento majoritario de m/z 353 e o ion secundario de m/z 367 (Figura

19B2). O MS® do ion de m/z 353 gerou o fragmento de m/z 173. De acordo com este
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padrdao de fragmentacdo, o composto foi identificado como o 4C,5FQA e os
fragmentos de m/z 353, 367 e 173, correspondem respectivamente as estruturas:
[CQA-H'T, [FQA-H'] e [acido quinico-H,O-H'] 1%

A técnica de LC/MS" permitiu a identificacdo de 9 derivados clorogénicos no
extrato hidroalcodlico de silverskin. Os &cidos cafeoilquinicos (CQA) sdo a principal
subclasse de &cidos clorogénicos presentes no café.’” Dos trés isémeros CQA, dois
foram identificados no extrato: o 5-CQA e o 3-CQA. Os outros derivados
clorogénicos identificados foram os trés isdbmeros do acido feruloilquinico (FQA), os
trés isbmeros do &cido dicafeoilquinico (diCQA) e 2 dois isbmeros do acido
cafeoilferuloilquinico (CFQA). Além disso, o extrato apresentou duas metilxantinas
(cafeina e teofilina) e um acido hidroxicinamico (acido cafeico).

A identificacdo positiva dos trés isomeros CQA e diCQA em extratos

hidroalcodlicos de silverskin foi descrita por Jimenez-Zamora et al.?

A utilizacdo de
padrdes analiticos na identificacdo dos CGAs é uma pratica incomum, devido ao alto
custo e pouca disponibilidade mesmos.

Regazzoni et al.?? utilizaram a cromatografia liquida acoplada ao ion Trap
(MS") para caracterizar os extratos hidroalcodlicos de silverskin. A aplicacdo da
técnica permitiu a identificacdo tentativa dos trés isbmeros CQA e diCQA. Além
disso, foi possivel identificar algumas subclasses de compostos: p-CoQA, FQA e
CFQA. Os extratos aquosos de silverskin foram caracterizados utilizando a mesma
instrumentacdo.?’ Os resultados mostraram um perfil semelhante ao do extrato
hidroetandlico: trés isbmeros CQA, dois isbmeros FQA e dois isdbmeros do acido
coumaroilquinico. Além disso, foi possivel a identificacdo da cafeina e duas lactonas
do acido cafeoilquinico.

A utilizacdo do analisador de massas do tipo TOF permitiu a identificacdo de
uma maior diversidade de CGAs no extrato aquoso de silverskin.*? Contudo, os 18
CGAs citados como tentativamente identificados no estudo, foram identificados
apenas pela sua subclasse. O resultado se deve as limitacfes instrumentais: o TOF
fornece apenas o MS* dos compostos. Desta forma, foram identificados compostos
das subclasses: FQA, diCQA, acidos coumaroilquinicos, acidos dimetoxicinamicos,
acidos dimetoxicinamoilquinicos, cafeaoil triptofanos e cumaroil triptofanos. O 4-CQA
foi tentativamente identificado, enquanto a CAF, o acido cafeico, o acido ferulico e o

5-CQA, foram identificados por meio de padrfes analiticos.
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De maneira geral, os extratos hidroetandlicos obtidos no presente estudo,
tiveram um perfil qualitativo semelhante ao dos extratos hidroalcodlico e aquoso

descritos na literatura,?**%*

marcado pela predominancia dos CGAs,
principalmente os CQA, diCQA e FQA, e a cafeina. Contudo, cabe salientar que a
utilizacdo do LC/MS" permitiu a identificacdo, mesmo que tentativa, de um maior
namero de CGAs (ndo apenas pela subclasse), caso dos dois isdbmeros do &cido
cafeoilferuloilquinico (3C,4FQA e 4C,5FQA), diferenciados pela primeira vez na
matriz.

O perfil qualitativo do extrato de silverskin, obtido por UAE, apresenta
semelhancas com o dos grdos de café torrados. Assim como o extrato, 0s graos
apresentam como principais CGAs os CQA, principalmente o0 5-CQA, diCQA e FQA,

e as metilxantinas, cafeina e teofilina.®®

4.5. Quantificacdo das metilxantinas, acido cafeico e derivados clorogénicos
no extrato utilizando HPLC-DAD

A técnica de HPLC-DAD foi utilizada para a quantificacdo dos compostos no
extrato hidroetandlico obtido por UAE. Para tanto, duas abordagens foram utilizadas:
() método da padronizacdo externa, aplicado aos compostos: CAF, 5-CQA,
teobromina, teofilina e acido cafeico e (ll) quantificacdo em termos de equivalentes
do 5-CQA, aplicada aos CGAs tentativamente identificados no extrato: 3-CQA, 3-
FQA, 4-FQA, 5-FQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA, 3C,4FQA e 4C,5FQA. A
Tabela XVII apresenta os resultados obtidos para a quantificacdo dos compostos.

A CAF e o 5-CQA foram os compostos majoritarios quantificados no extrato
hidroetandlico. Dentre os derivados clorogénicos quantificados por equivaléncia,
destacam-se, pelos teores, 0s 5-FQA e 0 3-CQA. A metilxantina teobromina nao foi
identificada no extrato.

O total de CGAs, obtido pela soma das concentracbes dos 9 derivados
clorogénicos identificados no extrato, foi 4,44 mg g* de silverskin. O teor de
derivados clorogénicos totais € um parametro muito empregado na analise de
produtos naturais, devido a associacdo destes compostos com atividades bioldgicas

e pela indisponibilidade de padrdes para quantificacdes individuais.®®
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Tabela XVII: Compostos quantificados no extrato hidroetandlico de silverskin obtido
por UAE.

Pico tr Composto Abreviatura ﬁzg?ae?:;gg;%
1 8,51 Acido 3-cafeoilquinico?® 3-CQA 0,476 (+0,012)
2 14,04 Teofilina® — 0,525 (+0,003)
3 18,33 Acido 3-feruloilquinico® 3-FQA 0,192 (+0,014)
4 21,20 Acido 5-cafeoilquinico® 5-CQA 2,000 (+0,018)
5 25,04 Acido cafeico® — 0,062 (+0,001)
6 26,16 Cafeina” CAF 6,260 (+0,199)
7 31,18 Acido 4-feruloilquinico® 4-FQA 0,290 (+0,012)
8 32,21 Acido 5-feruloilquinico® 5-FQA 0,567 (+0,022)
9 38,41 Acido 3,4-dicafeoilquinico® 3,4-diCQA 0,236 (+0,025)
10 39,14 Acido 3,5-dicafeoilquinico® 3,5-diCQA 0,112 (+0,015)
11 42,55 Acido 3-cafeoil-4-feruloilquinico® 3C,4FQA 0,131 (+0,021)
12 43,23 Acido 4,5-dicafeoilquinico® 4,5-diCQA 0,260 (+0,027)
13 47,80 Acido 4-cafeoil-5-feruloilquinico® 4C,5FQA 0,180 (+0,022)

& composto quantificado como equivalente do 5-CQA
P composto quantificado por de padronizacéo externa

A quantificacdo por equivalentes de 5-CQA é uma abordagem utilizada na
determinacdo de concentracées estimadas de CGAs.”*'®® Ela relaciona compostos
estruturalmente semelhantes, podendo ser aplicada tanto em quantificacdes
empregando método espectrofotométrico, quanto por HPLC. A grande vantagem da
metodologia é permitir uma boa estimativa das concentracdes dos compostos
individualmente, uma vez que os mesmos sdo quantificados em relacéo a curva de
calibracdo de um padrao analitico com o qual possuem relacao estrutural.

Os extratos hidroetandlicos de silverskin (Ardbica) apresentaram teores de
CGAs superiores ao do presente estudo. Em estudo utilizando padronizacéo externa
e HPLC-DAD, Jimenez-Zamora et al.?*° determinaram teores de CGAs de 9,1 mg g™
de silverskin. Os autores consideraram apenas 0s isémeros CQA e diCQA para o
célculo dos CGAs. Regazzoni et al.?? encontraram teores muito superiores de CGAs,
26 mg g* de silverskin. Os autores utilizaram a padronizacdo por equivaléncia,
englobando 12 derivados clorogénicos, e analise por HPLC-DAD. Adicionalmente,
0s teores de outros compostos presentes no extrato, como o 5-CQA e a CAF

(quantificados por padronizacdo externa), também sdo superiores aos dados da
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literatura para este tipo de matriz. Logo, a discrepancia entre os resultados nao pode
ser atribuida & abordagem de quantificacdo dos CGA utilizada.
Os extratos aquosos de silverskin (Arabica), também apresentaram teores de

1.4 utilizaram

CGAs superiores aos determinados no presente estudo. Iriondo et a
guantificacdo por equivaléncia e espectrofotometria no UV, para determinar teores
de CGA de 6,9 mg g de silverskin. Bresciane et al.?* obtiveram teores de CGAs de
5,89 mg g™, utilizando quantificacéo por equivaléncia e anélise por HPLC-DAD. No
total, 9 compostos foram identificados como CGAs e quantificados em conjunto.

Os gréos de café da espécie Robusta possuem teores de CGAs superiores a
Arabica.®® Panusa et al.** compararam a concentracdo destes compostos em
extratos aquosos de silverskin das duas espécies de café. Os autores utilizaram a
estratégia de quantificacdo por equivaléncia ao 5-CQA e HPLC-DAD. Os extratos de
silverskin da espécie Robusta apresentaram concentracdo de CGAs superior a
Arébica: 1,27 e 0,27 mg g™ de silverskin. No entanto, ambas foram inferiores as
obtidas no presente estudo.

Diversos fatores podem ter contribuido para as diferencas observadas entre
os teores de CGAs. Entre eles, fatores experimentais, como o método de
guantificacdo dos compostos, ou relacionados a matéria-prima, como a espécie da
planta utilizada no estudo. O residuo utilizado no presente estudo era proveniente da
mistura das duas espécies de café, o que prejudica, de certa forma, a comparacao
com estudos que utilizaram residuos de uma Unica espécie.

A comparacao entre os teores de CGAs do extrato desenvolvido e dos graos
de café torrados € dificil, devido a variabilidade na concentragcdo dos graos,
resultado das diferencas entre as espécies e da degradacdo dos compostos ao
longo do processo de producao. Graos verdes da espécie Robusta possuem entre 7
e 14 % de CGAs, enquanto os da Arabica, entre 4 e 8 %. A torrefacdo diminui estes
teores em 60-95 %.°%%® Desta forma, ndo existe um teor de CGAs nos graos
torrados aproximado o bastante para ser valida a comparacao.

Contudo, é possivel comparar os teores de CGAs do extrato desenvolvido
com os dos graos de café verde. O valor encontrado (0,44 %) representa, em média,

10 % da quantidade presente nos graos verdes.
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4.6. Capacidade antioxidante do extrato
4.6.1. Método DPPH

O método DPPH foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante do
extrato obtido por UAE. Para tanto, diferentes diluicdes do extrato foram submetidas
a reacdo com o radical. A identidade dos compostos responséaveis pela atividade foi
investigada, por meio da avaliagdo da atividade dos padrdes de 5-CQA e CAF. As
diluicdes dos padrdes utilizadas no ensaio tinham concentragfes idénticas as dos
compostos nas diluicbes do extrato bruto. Desta forma, além de investigar os
responsaveis pela atividade, foi possivel comparar a atividade do extrato com a dos
padrdes isolados.

A andlise de regressdo dos dados de concentracdo e seus respectivos
percentuais de inibicdo sobre o DPPH (I %) forneceu equacdes, utilizadas para
calcular os valores de concentracdo eficiente (ECsp), que corresponde a
concentracdo de amostra capaz de provocar a perda de 50 % da absorvancia do
radical. As diluicbes, as concentracdes, 0s percentuais de inibicdo, os coeficientes
de correlacdo linear das equacdes (r?) e os valores de ECs, obtidos no ensaio
encontram-se dispostos na Tabela XVIII.

O extrato apresentou capacidade antioxidante superior a do padrdo de 5-
CQA. Por exemplo, o extrato 1 %, inibiu 45,16 % do radical, enquanto o padréo a 1
%, inibiu 31,61 %. E importante ressaltar que o padrdo de 5-CQA 1 % possui a
mesma concentracdo, em termos de 5-CQA, do extrato a 1 %. E provavel que o
resultado se deva a contribuicdo dos demais CGAs presentes na amostra, visto que
a CAF néo demonstrou sensibilidade ao método.

A atividade antioxidante dos CGAs esta fortemente vinculada aos
grupamentos hidroxila do anel aromatico do acido cafeico, aceptores de radicais
livres. Como consequéncia, os derivados cafeoilquinicos, como o 5-CQA e 0 3-CQA,
presentes no extrato, seriam mais ativos que os derivados feruloilquinicos,’® pois

possuem maior numero destes grupamentos.
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Tabela XVIII: Resultados do ensaio da capacidade antioxidante pelo método DPPH.

Amostra Diluicdo (%) Con. (mg L™ | % r’ ECso(mg L™
0,1 2,10 36,63
1 20,96 45,16

Extrato 5 104,82 69,94 0.94 46,87
7,5 157,23 71,14
10 209,64 82,28
0,1 0,04 30,28
1 0,40 31,61

Solugéo de 5-CQA 5 2,00 44,34 0.95 4,13
7,5 3,00 45,85
10 4,00 49,38
0,1 0,13 —
1 1,25 —

Solucéo de CAF 5 6,26 — — —
7,5 9,39 —
10 12,52 —

Diferentes parametros sao utilizados para expressar os resultados do ensaio
do DPPH. A apresentacéo dos resultados mediante os valores de ECs € a indicada
guando se deseja comparar a capacidade antioxidante de diferentes compostos ou
extratos vegetais.’”” Regazzoni et al.?? obtiveram 11 pg mL™ como valor de ECs
para o extrato hidroetandlico de silverskin utilizando a mesma metodologia. O
resultado foi superior ao do presente estudo (46,87 mg L™), uma vez que quanto
menor o valor de ECsp, maior a capacidade antioxidante da amostra.

Os resultados do ensaio também podem ser expressos por meio da
comparacdo da capacidade antioxidante da amostra com padrbes de referéncia,
como o &cido ascérbico, tocoferol, trolox.”” A escolha do padréo é arbitraria, porém
comparacdes utilizando padrées de referéncia que possuam diferencas estruturais
significativas as dos compostos antioxidantes presentes na amostra, podem gerar
distorcbes nos resultados. No presente estudo, o 5-CQA foi utilizado como padréo
de comparacdo da atividade do extrato, pois estd presente na amostra e possui
pronunciada atividade antioxidante. Desta forma, o ECso do extrato, em termos de
atividade antioxidante equivalente ao 5-CQA, foi 11,29 pymoles L™, que corresponde

a 25,25 pmoles g de silverskin.
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Uma abordagem comum, e utilizada por alguns autores que trabalharam com

extratos de silverskin,?32°:26:27:42

€ expressar 0s resultados da capacidade
antioxidante no ensaio do DPPH por meio da equivaléncia ao padréo trolox (AAET).
A relacéo entre os resultados de ECsp e AAET pode ser aproximada pela aplicacao
de célculos matematicos.’’® Desta forma, o valor de ECs, obtido para o extrato
desenvolvido no presente estudo foi aplicado & equacéo de convers&o,*”® resultando
em 24,9 umol de trolox L™ de extrato (1252 ymol g™ ou 313 mg g de silverskin).

A AAET do extrato desenvolvido no presente estudo foi superior a dos

42
l.

extratos aquosos de silverskin produzidos por Panusa et al.™ e similar aqueles

obtidos para os extratos hidroetandlicos.?®?’ No entanto, foi inferior aos obtidos por

122 e Ballestros et al.?®

Narita et a respectivamente para 0s extratos aquoso e
hidroetandlico.

Comparando a capacidade antioxidante, avaliada pelo método DPPH, do
extrato de silverskin desenvolvido no estudo, com outras fontes naturais de
antioxidantes, verificou-se que 0 extrato apresenta atividade semelhante a

179 & extratos de 6leo de oliva, cacau e alecrim.8°

apresentada por infusbes de café
Além disso, a atividade foi superior a demonstrada por extratos de residuos da
producdo de cacau.'®

O ensaio DPPH-HPLC-DAD apresentou concordancia com os resultados
espectrofotométricos. A Figura 20 apresenta os cromatogramas das solucfes dos
padrdes de CAF (A) e 5-CQA (B). Em vermelho, estédo as solucbes sem a adicéo de

DPPH e em azul, as solucdes que sofreram reacdo com o radical.

Figura 20: (A) Cromatogramas do padrdo de CAF: em vermelho, solu¢édo do padréo
sem adicdo de DPPH, em azul, apos a reacdo com o radical. Ambos processados
em 272 nm. (B) Cromatogramas do padrao de 5-CQA: em vermelho, solucdo do
padrdo sem adicdo de DPPH, em azul, apés a reacdo com o radical. Ambos
processados em 325 nm.
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Como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 20A, ndo ocorreu
alteracéo significativa da area do pico da CAF apoés a adicdo do radical. O resultado
demonstra a falta de sensibilidade do composto para o método. A diminuicdo da
area do pico do 5-CQA apés a adicdo do DPPH (Figura 20B) confirma a reacédo do
composto com o radical, evidenciando sua capacidade antioxidante.

O extrato hidroetandlico de silverskin demonstrou o0 mesmo comportamento
antioxidante demonstrado pelos padrbes. A Figura 21 apresenta os cromatogramas
da amostra, em vermelho, sem adicdo de DPPH, e em azul, apés a adicdo do

radical, processados nos A =272 nm (A) e A = 325 nm (B).

Figura 21: (A) Cromatogramas do extrato hidroetandlico de silverskin: em vermelho,
sem adicdo do DPPH, em azul, apos a reacdo com o radical. Ambos processados
em 272 nm. (B) Cromatogramas do extrato hidroetandlico de silverskin: em
vermelho, sem adicdo de DPPH, em azul, ap0s a reacdo com o radical. Ambos
processados em 325 nm.

A manutencdo da area cromatografica do pico da cafeina (Figura 21A)
demonstrou a auséncia de reacdo do composto com o radical. Contudo, a reducéo
de cerca de 35 % da area do pico do 5-CQA apés a adicdo do DPPH (Figura 21B)
evidencia sua capacidade de sequestro do radical, traduzida em capacidade

antioxidante.

4.6.2. Método FRAP

O método FRAP também foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante
do extrato obtido por UAE. Por meio da utilizacdo dos padrdes de 5-CQA e CAF, foi
investigada a identidade dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante
demonstrada pelo extrato no ensaio. As diluicbes e concentracdo utilizadas, os
valores de absorvancia, as equacdes e seus respectivos coeficientes lineares (r?)

obtidos no ensaio, encontram-se dispostos na Tabela XIX.
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Tabela XIX: Resultados do ensaio da capacidade antioxidante pelo método FRAP.

2

Amostra Concentracdo Concentragdo  Absorvancia Equacéo da reta r
(%) (mg L™

0,1 2,1 0,077
1 20,96 0,220

Extrato 5 104,82 0,398 y = 0,0006x — 0,2007 0.98
75 1572,3 1,189
100 2096 1,550
0,1 0,04 0,068

1 0,4 0,109 y =0,0051x — 0,0876 0.98
S-CQA 75 30 0,242
100 40 0,289
0,1 0,13 —
1 1,25 —
CAF 75 93,75 _
100 125 —

A absorvancia relativa a 1000 uM do padrao de sulfato ferroso foi 0,5075. A
concentracdo do extrato equivalente a 1000 pM de sulfato ferroso foi 511,33 mg L™
de extrato. A capacidade antioxidante avaliada pelo ensaio FRAP pode ser expressa
de diferentes formas, ou seja, o resultado obtido equivale a 3054,18 uM de FeSO, L
! de extrato, 152,71 uM de FeSO, g* de silverskin, 463,95 mg de FeSO4 L™ de
extrato ou 23,20 mg de FeSO,4 g de silverskin.

A capacidade antioxidante do extrato foi superior a do padrdao de 5-CQA
(569,45 pM de FeSO, L™). E provavel que o resultado se deva & contribuicdo dos
outros derivados clorogénicos presentes na amostra, visto que a CAF, de forma
semelhante ao ocorrido no ensaio com o DPPH, ndo demonstrou sensibilidade ao
método. Provavelmente, a falta de resposta da cafeina a metodologia se deva a
auséncia de grupos redutores de ferro na estrutura molecular.®®

O resultado da capacidade antioxidante do extrato, avaliada pelo método

2141 6 na mesma

FRAP, foi superior as obtidas para os extratos aquosos de silverskin
ordem de grandeza do extrato hidroetandlico obtido por Rodrigues et al.?’ No
entanto, foi inferior aos extratos hidroetanélicos desenvolvidos por Costa et al.?*® e
Ballestros et al.®

Cabe salientar que a capacidade antioxidante do extrato desenvolvido no
presente estudo (3054,18 uM de FeSO, L) foi semelhante & apresentada por
alguns alimentos, reconhecidos como fontes de compostos antioxidantes, como o
chocolate preto (182 uM de FeSO, g*), o orégano (104 uM de FeSO,g™), a paprica

(167 uM de FeSO,4 g*) e a pimenta preta (144 uM de FeSO4 g%), entre outros.*®
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4.7. Toxicidade aguda do extrato frente & Artemia salina Leach

Para a realizacdo do ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, o extrato
hidroetandlico obtido por UAE foi seco e ressuspenso em agua. O procedimento foi
necessario devido ao etanol, presente originalmente no extrato, ter apresentado
efeito toxico as larvas do microcrustaceo em ensaio prévio. A Tabela XX apresenta
as concentracdes do extrato utilizadas no ensaio e seus respectivos valores de

letalidade, apds 24 horas de exposicao das larvas.

Tabela XX: Resultados do ensaio da toxicidade aguda frente a Artemia salina.

Tubo Concentracdo do extrato (ug mL™) Mortes
Controle 0 0
1 2,10 0
2 20,96 0
3 104,82 0
4 157,23 2,3 (+0,5)
5 209,64 5,3 (+0,5)

A toxicidade, representada pelo numero de individuos mortos, variou de
acordo com a concentracdo do extrato. Enquanto ndao houve letalidade nos tubos
contendo extratos diluidos nas concentracdes entre 2,10 e 104,82 pug mL™*. Em
157,23 e 209,64 uyg mL™, o indice de letalidade foi alto. O valor de LDs, para o
extrato foi 205,74 pg mL™, obtido por meio dos dados de concentracdo e percentual
de letalidade dos tubos 3,4 e 5.*1°

Os resultados de LDsp para extratos vegetais no ensaio da A. salina sdo
classificados em: altamente téxicos (0 e 500 pg mL™), moderadamente téxicos (500
e 1000 pg mL™) e ndo téxicos (acima de 1000 pg mL™).*® Segundo este critério de
classificacdo, o extrato de silverskin estaria na categoria altamente toxico.

O ensaio da Artemia salina tem sido empregado na avaliacdo da toxicidade
de extratos ou substancias puras, entre elas micotoxinas.’®® No entanto, estudos
utilizando a metodologia, ou ensaios com outros invertebrados, para a avaliacdo da
toxicidade da ocratoxina A, sdo escassos. Harwig et al.''® avaliaram a toxicidade da

OTA, purificada de extratos de fungos, frente a A. salina, encontrando valores de
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LDso de 10 uyg mL™. Extratos de cereais contaminados com OTA se mostraram
altamente toxicos as larvas de A. salina.’® No entanto, o estudo ndo foi conclusivo,
pois extratos que n&o apresentavam a micotoxina apresentaram toxicidade
semelhante.

Compostos presentes no extrato, como a CAF, apresentaram valores de LDs
entre 160 e 4661 yg mL™, em ensaios de toxicidade utilizando invertebrados.'® N&o
foram encontrados na literatura consultada, estudos avaliando a toxicidade dos
CGAs frente a organismos invertebrados.

Resultados como os demonstrados pelo extrato de silverskin no ensaio de
toxicidade indicam a necessidade de futuras avaliagfes. A alta toxicidade observada
pode indicar a contaminacdo da amostra por micotoxinas, uma vez que estudos

anteriores demonstram, tanto a presenca destes compostos em amostras de

36,37 A118,125

silverskin, guanto a sensibilidade do ensaio a presenca da ocratoxina

121,124

e
outras micotoxinas.

Por outro lado, o ensaio de toxicidade frente a A. salina foi desenvolvido, e
tem sido utilizado, para a prospeccdo de compostos com atividade biolégica.****8
Desta forma, compostos que apresentam elevada atividade biologica, quando em
altas concentracdes, se mostram toxicos aos alvos do ensaio, como por exemplo os
compostos com atividade citotoxica (potencial capacidade antitumoral) ou
inseticida.'** Estudos indicam que os CGAs, presentes no extrato de silverskin,
apresentam propriedades antioxidantes, citotéxicas, antitumorais, entre outras.'®®
Sendo assim, a elevada toxicidade apresentada pelo extrato, poderia ser resultado
das atividades biologicas destes compostos, e seria interpretada como um resultado

altamente positivo.
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5. CONCLUSOES
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5. CONCLUSAO

O planejamento de experimentos permitiu avaliar a relagédo existente entre as
varidveis do processo de UAE e a eficiéncia de extracdo dos compostos
antioxidantes 5-CQA e CAF do residuo silverskin. Desta forma, determinou-se que
as variaveis independentes: tempo de extracdo e volume de solvente extrator, nao
tinham efeito significativo sobre a eficiéncia do processo, enquanto temperatura de
extracdo e % de etanol no solvente extrator eram significativas. Por meio das
superficies de resposta desenvolvidas para cada uma das varidveis independentes
significativas, foram determinadas as melhores condi¢cbes de extracdo para o 5-CQA
e para a CAF. Condicdes estas, que divergiram com relacéo ao % de etanol.

O procedimento de otimizacdo global, por meio da aplicagdo da funcao
Desejabilidade, indicou o nivel otimo da variavel % de etanol para os dois
compostos, simultaneamente. Os niveis O6timos das variaveis foram: solvente
extrator (45 % etanol), temperatura (59 °C), razdo amostra solvente 1/20 (10 mL) e
tempo de extracdo (7 min.) Nestas condi¢cbes, os rendimentos de 5-CQA e CAF

foram respectivamente 2,00 e 6,26 mg g™ de silverskin.

A eficiéncia da metodologia de extracdo por ultrassom foi semelhante a obtida
na extracao solido-liquido para o 5-CQA, no entanto, foi aproximadamente 10 %
inferior a obtida para a CAF. Contudo, a metodologia por UAE apresentou vantagens
frente a extracdo convencional, como o tempo reduzido de extracdo, o emprego de
menor volume de solvente, assim como, a utilizacdo de agua e etanol como
solventes extratores, considerados menos toxicos que o metanol, utilizado na

extracdo solido-liquido.

O extrato, obtido sob condicbes otimizadas apresentou teores de teofilina,
acido cafeico e derivados clorogénicos de respectivamente 0,53, 0,062 e 4,44 mg g*
de silverskin. A andlise dos padrbées de fragmentacdo dos compostos presentes no
extrato, permitiu a identificacdo de 9 derivados clorogénicos, das subclasses CQA,
CFA, diCQA e CFQA.

O extrato apresentou consideravel capacidade antioxidante, com
concentracéo eficiente de 46,87 mg L™ no ensaio DPPH e capacidade redutora de

ferro de 152,71 uM de FeSO4 g' de silverskin. A avaliacdo da capacidade
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antioxidante do padrédo de CAF permitiu concluir que o composto ndo apresentou
sensibilidade as metodologias de avaliacdo empregadas, levando a inferir que a
atividade demonstrada pelo extrato resume-se, principalmente, a contribuicdo dos
derivados clorogénicos. A elevada toxicidade frente a Artemia salina demonstra a
necessidade de futuras avaliagcdes referentes a citotoxicidade do extrato.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar a presenca da ocratoxina A no extrato de silverskin desenvolvido;

» Na auséncia da ocratoxina A, ou presenca dentro dos limites permitidos pela
legislagéo, planeja-se determinar a capacidade antioxidante do extrato, por
meio de metodologias sensiveis a presenca de cafeina;

» Desenvolver estudos de citotoxicidade do extrato;

» Avaliar a capacidade anti-inflamatoria do extrato;

> Avaliar a capacidade fotoprotetora do extrato;
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Espectros de massas obtidos por LC/MS" e estruturas quimicas dos
compostos tentativamente identificados no extrato hidroetandlico de silverskin obtido
por UAE:

‘ Isémero Acido
‘‘‘‘‘‘ | T Cafeoilquinico

3-CQA

-C0O,-H

Figura 22: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 3-cafeoilquinico. Em Al: ion desprotonado m/z 353 e A2: seus fragmentos

caracteristicos.
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Figura 23: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 3-feruloilquinico. Em Al: ion desprotonado de m/z 367 e A2: fragmento
caracteristico.
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Figura 24: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 4-feruloilquinico. Em B1: ion desprotonado de m/z 367 e B2: fragmento
caracteristico.
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Figura 25: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 5-feruloilquinico. Em C1: ion desprotonado de m/z 367 e C2: fragmento
caracteristico.
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Figura 26: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 3,4-dicafeoilquinico. Em Al: ion desprotonado de m/z 515 e A2: seus
fragmentos caracteristicos.
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Figura 27: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 3,5-dicafeoilquinico. Em B1: ion desprotonado de m/z 515 e B2: seus
fragmentos caracteristicos.
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Figura 28: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 4,5-dicafeoilquinico. Em C1: ion desprotonado de m/z 515 e C2: seus

fragmentos caracteristicos.
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Figura 29: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 3-cafeoil-4-feruloilquinico. Em A1l: ion desprotonado de m/z 529 e A2: seus

fragmentos caracteristicos.
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Figura 30: Espectros de massas do composto tentativamente identificado como
acido 4-cafeoil-5-feruloilquinico. Em B1: ion desprotonado de m/z 529 e B2: seus
fragmentos caracteristicos.
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