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Palavras-chave

Resumo

Residuo de café, otimizacao, dleo de café, polissacarideos, atividade imunoestimuladora

O residuo de café é um residuo excedentario da inddstria agroalimentar
produzido em larga escala. O seu escoamento nem sempre é feito de forma
adequada e raramente é feito de forma sustentada. Este residuo é rico em
compostos de valor acrescentado, e apresenta um elevado potencial
bioguimico, sendo passivel de ser valorizado.

O residuo de café é constituido por uma gama de tipos de moléculas passiveis
de serem extraidas e que tém um grande potencial ao nivel da sua
aplicabilidade em vérios setores.

Atualmente, ainda ndo existe nenhum método de extracdo sequencial eficaz
para obten¢&o de compostos de interesse aplicado a escala industrial com vista
a valorizacao de residuo de café.

Através deste estudo foi possivel verificar que o residuo de café tem imensas
potencialidades, algumas delas ainda muito pouco exploradas, nomeadamente
no que diz respeito ao aproveitamento da sua fracdo lipidica e dos
polissacarideos presentes na matriz do residuo de café.

A fragdo lipidica pode ser extraida de forma simples e barata com rendimentos
na ordem dos 14% (Msieo/Mresiduo), OlE0 €SSE COM UMa composi¢cdo em termos
de triacilglicerideos bastante interessante para potencial aplicagdo na industria
alimentar.

Os polissacarideos podem ser extraidos de vérias formas (extracdes alcalinas
ou microondas) com diferentes graus de pureza e diferentes rendimentos de
extracdo dependendo do objetivo a nivel industrial. A extracao utilizando MW
foi a que deu origem a um extrato mais puro em termos de polissacarideos,
embora muitas macromoléculas ndo tenham precipitado.

O material de alto peso molecular foi extraido com rendimentos de 27%, 19%
e 52% utilizando KOH, NaOH e extracdo com micro-ondas respetivamente. A
andlise imunoestimuladora as fragbes separadas do sobrenadante da extragdo
utilizando micro-ondas revelou que os seus compostos constituintes néo
apresentam atividade imunoestimuladora devido ao seu reduzido tamanho.
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Spent coffee grounds are an agro-food industry waste produced on a large scale.
The discard of this waste is not always done properly and is rarely done in a
sustainable way. This residue is rich in compounds of added value, and has a
high biochemical potential, being able to be valued.

Spent coffee grounds consists of a variety of molecules that can be extracted,
which have great potential in terms of its applicability in various sectors.
Through this study it was found that the spent coffee grounds have an immense
potential, yet poorly explored, in particular as regards the use of his lipid fraction
and the polysaccharides in the spent coffee grounds matrix.

The lipid fraction can be easily extracted and inexpensively with yields of
approximately 14% (moi / msca), and with a composition of triglycerides that is
quite interesting considering the coffee oil aplcability in the food industry.

The polysaccharides can be extracted using diferent methods (MW or alkaline
extractions) with different degrees of purity and different yields depending on
the purpose of extraction at an industrial level.

microwave extraction was the one that originated the most pure sample from all
the extractions, polysaccharide wise, althought most macromolecules didn’t
precipitated.

High molecular weight material was extracted with yelds of 27%, 19% and 52%
using KOH, NaOH and microwave extraction.

The immunostimulatory analysis to the supernadant fractions separeted by
molecular weight exclusion revealed that it they didn't show any
immunostimulatory activity due to their lack of size.
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Capitulo I - Introducao

Atualmente, uma das preocupacdes mais evidentes da industria agroalimentar é o
escoamento de residuos inerentes a producdo dos produtos que comercializam, devido ao seu
elevado volume produzido. O seu escoamento nem sempre é feito corretamente e o elevado
potencial destes residuos € frequentemente negligenciado. Assim sendo, o elevado volume de
residuos produzidos, conjugado com o valor de determinados compostos de interesse presentes
nos mesmos, fazem do setor agroalimentar uma area com enorme potencial na valorizacdo de
residuos através do seu escoamento sustentavel e rentabilizagéo.

Nos dias que correm ja existem alguns tipos de escoamento e aproveitamento de residuos
agroalimentares que tém como objetivo a valorizagdo comercial dos mesmos. Ndo obstante,
alguns destinos dados a estes residuos ndo exploram todo o seu potencial, como a utilizacdo na
preparacdo de racdo animal, como fertilizante ou da sua combustdo de residuos com elevados
potenciais caldricos para obtencdo de energia.® Este tipo de aplicagdo, embora Util, uma vez que
existe um escoamento proveitoso dos residuos, fica aquém de usufruir de todo potencial
econdémico que estes possuem.

O surgimento de maquinas de venda automatica para a comercializacdo de bebidas
guentes como o café surge como uma oportunidade do aproveitamento do residuo de café na
medida em que permite uma obtencdo constante de residuo de café em condi¢cdes Gtimas de
conservacao. O excelente estado de conservacao do residuo de café neste tipo de maquinas deve-
se ao facto de ndo ser misturado com outros tipos de residuos provenientes da preparacdo de
outras bebidas disponiveis. Desta forma, o residuo de café é armazenado isoladamente,
contrariamente ao que sucede nas superficies que comercializam a bebida, onde o residuo de
café é armazenado de forma grosseira e em conjunto com muitos outros residuos inerentes a sua
atividade comercial.

O residuo de café apresenta na sua constituigdo varios compostos, como lipidos, cafeina,
acidos clorogénics e acucares, passiveis de serem extraidos com sustentabilidade e

rentabilidade, conferindo ao residuo de café um elevado potencial econémico.?




Valorizacdo do residuo de café por extracdo de compostos de interesse

Assim sendo, neste trabalho foi efetuada uma anélise experimental da valorizacao
comercial do residuo de café atraves da otimizacdo da extracdo sequencial de compostos com
valor comercial para possivel aplicacdo a escala industrial. Foi dado destaque aos
polissacarideos e ao 6leo de café como compostos com maior viabilidade de aplicacdo deste
tipo de metodologia a escala industrial, uma vez que sdo compostos maioritarios do residuo de
café e com caracteristicas bioldgicas interessantes.

Para a extracdo destes compostos foram utilizadas técnicas ja descritas na literatura
cientifica como eficazes, como a metodologia de Sohxlet para a extracdo da fracéo lipidica e
extracbes em meio alcalino ou extracdo assistida por micro-ondas para a extracdo dos
polissacarideos. Foi também efetuada uma breve caracterizacdo do material extraido para aferir
a sua real potencialidade, sendo ainda testado o potencial imunoestimulador dos polissacarideos

extraidos.
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1.1.CARACTERIZACAO DO CAFE

O café, bebida mundialmente consumida e com um elevado reconhecimento cientifico
ao nivel das suas propriedades estimulantes, € uma bebida com origem na provincia de Kaffa,
na Etiopia, embora a planta fosse ja utilizada desde a antiguidade por algumas culturas africanas.
O grdo de café é a semente do cafeeiro e a infusdo denominada de café € preparada a partir desta
semente torrada e triturada por extragdo com agua quente.®

As duas espécies de café mais consumidas mundialmente sdo a Coffea arabica L. e
Coffea canephora (variedade robusta), que apresentam caracteristicas organoléticas e quimicas
distintas entre si, apropriadas para diferentes aplicacfes na industria do café. A espécie Coffea
arabica é a mais apreciada para a comercializa¢do de café para preparacdo de café expresso
devido ao seu sabor menos amargo, enquanto a espécie Coffea canephora é a mais utilizada
para a producdo de café instantdneo por ser uma espécie que contém uma maior quantidade de
compostos sol(veis e por conter um maior teor de cafeina.’

O café é um produto que sofre bastantes alteracfes ao longo do seu processamento até a
obtengdo do produto final.* A torra do grdo de café, um processo geralmente efetuado a
temperaturas de 200-250°C>, é responsavel pela degradacdo de alguns compostos presentes na
matriz do grdo de café, como alguns polissacarideos, proteinas e &cidos clorogénicos, dando
origem a determinados compostos que ddo ao café o seu aroma caracteristico, como
polissacarideos com o terminal redutor substituido por uma série de compostos, através de
reagOes de caramelizacio, reacdes de Maillard, reacdes de descarboxilacdo e de oxidagio.®

Durante o processo de torra ocorre também a formacao de lactonas fendlicas por reacfes
de pirdlise’, a partir de compostos fendlicos como os acidos clorogénicos (compostos fendlicos
constituidos por um acido trans-cinamico ligado a acido quinico por uma ligac3o do tipo ester)®
presentes na sua composicdo. Também as melanoidinas, que sdo compostos acastanhados com
uma composicdo extremamente variada e complexa®, sio formadas durante o processo de torra
através de reacgdes ainda algo incompreendidas mas que englobam reagdes de Maillard, pirolise,
entre outras. 1011

A moagem é um processo fisico de trituracdo do grdo de café que também provoca

ligeiras alteracGes na sua matriz. Tem como objetivo final o aumento da superficie do grdo de
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café de modo a maximizar a extragdo do material solGvel presente no grdo, obtendo assim uma
melhor infusdo. A moagem deve ser efetuada imediatamente antes da preparacdo da infuséo,
pois apds o0 processo de moagem, alguns compostos presentes na matriz do café comegcam a
sofrer oxidaco por exposi¢do a agentes oxidantes existentes no ar.’

A composicéo do café a nivel biomolecular é bastante diversa e depende amplamente da
espécie de café e do processamento do mesmo. Como se pode verificar na tabela 1, o café é

constituido maioritariamente por polissacarideos e 6leo de café. 1213

Tabela 1: Composi¢do da semente de café verde, semente de café torrada e residuo de café.'> 4

Composto Café verde Gréo de café Residuo de café
torrado
Polissacarideos (%) 50 - 55 24 - 39 65,9
Oleo de café (%) 12 -18 14,5-20 11-20
Acidos clorogénicos (%) 5,5-8,0 1,2-23 0,212 - 0,766
Proteinas (%) 11-13 13-15 ~ 15
Cafeina (%) 09-12 ~1 ~0,0225
Melanoidinas (%) n.d 16 - 17

Embora em quantidades mais baixas, existem moléculas como a cafeina e os acidos
clorogénicos que sdo responsaveis por algumas das caracteristicas mais apreciadas no café, tais
como o seu poder estimulante do sistema nervoso central®® devido a capacidade da cafeina atuar
como antagonista da adenosina nos recetores de adenosina Aza, estimulando o0s
neurotransmissores colinérgicos.®

De igual forma, o poder antioxidante do café, isto é, a capacidade de defenderem as
células e biomoléculas do organismo do efeito oxidante dos radicais livres, é uma caracteristica
bastante apreciada e bastante procurada pelos consumidores e deve-se em grande parte a
atividade bioldgica dos acidos clorogénicos. Estudos in vitro e in vivo apontam para o facto de
alguns acidos clorogénicos apresentarem capacidade de atuarem também como antivirais?’,
modeladores do sistema imunitario'® e hepatoprotetores.®

Similarmente, as lactonas fendlicas, compostos produzidos a partir dos acidos

clorogénicos por reacdes de pirdlise no processo de torra, apresentam atividade biologica,
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nomeadamente como moléculas com efeito hipoglicémico®® e como antagonistas da

adenosina.?!
1.2. RESIDUO DE CAFE

O residuo de cafe, comummente designado de “borra de café”, é o residuo excedentario
obtido através da preparacdo da infusio denominada de café. E um residuo que difere do café
torrado e moido por ter sido sujeito a extracdo utilizando agua quente, por um determinado
periodo de tempo, dependendo do modo de preparacéo da bebida. Regra geral, 1000 kg de café
verde gera 650 kg de residuo de café??, o que tendo em conta o consumo mundial de café,
implica uma producéo anual de residuo de café a rondar os 6 mil milhGes de toneladas.? Esta
extracdo é responsavel pela remocdo de compostos solUveis presentes no grdo de café, como a
cafeina, alguns polissacarideos e compostos volateis, embora ndo na sua totalidade.

O método de preparacdo da bebida tem uma grande influéncia na composi¢édo do residuo
resultante, pois fatores como a temperatura da 4gua e o tempo de extracdo vao ditar uma maior
Ou menor extracdo de certos compostos, originando assim residuos com composicdes
distintas.?#?> Apesar da extracdo prévia de compostos sollveis, o residuo de café mantém uma
composicdo extremamente rica em compostos extrataveis com valor comercial bastante
interessante, mantendo-se os polissacarideos e a fracdo lipidica como compostos maioritarios.

Apesar da diversidade molecular que o residuo de café apresenta, e ndo descartando o
importante contributo de compostos como a cafeina, &cidos clorogénicos e melanoidinas para a
valorizacdo deste residuo, consideramos 0s polissacarideos e os lipidos como sendo 0s
principais compostos passiveis de serem extraidos com assinalavel sustentabilidade e
rentabilidade devido a grande quantidade destes compostos presente no residuo de café,
nomeadamente os polissacarideos, e a relativa facilidade da sua extracdo, principalmente o 6leo

de café.
1.2.1. OLEO DE CAFE

O 6leo de café corresponde a fracdo lipidica do residuo de café. E o conjunto das
moléculas hidrofobicas presentes no grdo de café e dos compostos lipossoliveis em si

dissolvidos, ndo sendo extraido no processo de preparagio da bebida.?® Existe no grio de café
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em quantidades que rondam os 11% e os 20%.%3 Esta percentagem mantém-se relativamente
constante ao longo do processamento do café (torra, moagem e preparacdo da bebida)
encontrando-se no residuo de café em percentagens de aproximadamente 15%.3

A fracdo lipidica do residuo de café, ap0s extracdo, caracteriza-se por ser um liquido
acastanhado e viscoso com o forte aroma a café, apresentando uma composigdo de 75% de
triacilglicerideos, 19% de compostos diterpénicos, 5% de esterdis livres esterificados e outros
compostos em quantidades vestigiais.?’

Os triacilglicerideos sdo moléculas constituidas por 3 acidos gordos (cadeias carbonadas
saturadas ou com algumas insaturacdes) ligados a uma molécula de glicerol por ligagdes tipo
éster. Cada glicerol pode ter diferentes acidos gordos ligados a si em combinages varias de 3
acidos gordos. Os acidos gordos presentes no 6leo de café e as suas quantidades relativas estdo
indicados na tabela 2. O &cido gordo presente em maior quantidade é o acido linoleico, que é
um o-6 que o organismo humano ndo consegue sintetizar mas que é necessario, entre outras
razGes, por ser o substrato para a biossintese de acido di-homo-y-linolénico e de &cido
araquiddnico, que por sua vez sdo percursores da biossintese de prostaglandinas, moléculas que
assumem de apoio na regulacdo da pressdo sanguinea, na contracdo muscular e agregacdo das

plaquetas do sangue.?®

Tabela 2: Principais acidos gordos presentes nos triacilglicerideos do 6leo de café.?®

Robusta (%) Arabica (%0)
Palmitico (16:0) 30,05- 34,16 30,69 - 35,57

Estearico (18:0) 7,09 -7,81 6,61 - 8,62
Oleico (18:1) 11,28 -13,17 7,33-13,11

Linoleico (18:2) 40,83 -44,40 41,41-47,80

Linolénico (18:3) 0,78 - 0,93 1,04 - 1,69

Araquiddnico (20:0) 2,94 - 3,19 2,12 -2,90

Os compostos diterpénicos encontrados no 6leo de café, tais como o cafestol, kahweol e

0 16-O-metilcafesto (exclusivo da espécie Arabica) principais diterpenos encontrados no 6leo
de café, sdo compostos bastante interessantes uma vez que Vvarios estudos reportam o seu

potencial como moléculas com elevada atividade bioldgica: células tratadas com compostos
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diterpénicos apresentam maior resisténcia a danos no ADN provocados por radicais livres,
apontando para a capacidade antioxidante deste tipo de compostos.°

Cardenas et al®*® reportaram que o kahweol reduz a quantidade de cicloxigenase-2 e
MCP-1 (proteinas reguladoras da resposta inflamatoria) em estudos realizados com células
endoteliais da veia umbilical, apontando para o facto de este diterpeno ter propriedades anti-
inflamatorias e anti-angiogénicas, sendo que ja em estudos anteriores tinha sido proposta esta
capacidade anti-inflamatéria do kahweol por reduzir a 6xido nitrico sintase na sua isoforma
induzivel (enzima envolvida na resposta inflamatdria) em ratos tratados com carragenana.®?

Os triacilglicerideos, principais compostos presentes no 6leo de café, tem também um
elevado potencial industrial como matéria-prima para a producdo de biodiesel. Através de
processos de transesterificacdo utilizando um alcool e um catalisador acido ou alcalino, ocorre
a formacdo de ésteres de alquilo de cadeia longa e glicerol, sendo o rendimento reacional de 90-
97% quando na presenca de excesso de alcool.®® Os ésteres de alquilo formados s&o moléculas
altamente energéticas e passiveis de serem aplicadas como combustivel bioldgico (biodiesel).3

O biodiesel produzido atualmente a partir do 6leo de café ainda ndo obedece as normas
energéticas europeias (NP EN 14214:2009) devido ao elevado valor de acidez final, valor de
iodo (técnica utilizada para quantificar as insaturacdes dos ésteres metilicos do biodiesel), de
viscosidade e densidade e ao baixo conteudo de ésteres metilicos, quando comparado com 0s
valores de referéncia da norma NP EN 14214:2009.%° Apesar destes fatores, a potencialidade do
Oleo de café como matéria-prima para a producdo de biodiesel é real, sendo a elevada
estabilidade do dleo de café e o seu baixo nivel de saponificacdo, caracteristicas bastante

favoraveis para uma possivel aplicagio do dleo de café na produgéo de biodiesel.?
1.2.1.1. METODOS DE EXTRAGCAO DA FRAGAO LIPIDICA

A extracdo da fracdo lipidica pode ser feita utilizando fluidos supercriticos (CO2)? ou
através do uso de solventes organicos (p.e. hexano, pentano, éter de petréleo, entre outros). O
uso de solventes organicos como 0 n-hexano para a extracdo de lipidos de varios tipos de
matrizes vegetais € um método ja amplamente utilizado industrialmente, nomeadamente na
producdo de 6leo de soja® e do azeite refinado. Recentemente, foram feitos avancos na

tecnologia de extracdo de lipidos utilizando fluidos supercriticos.®”3® Apesar das boas
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indicacdes ao nivel de rendimento de extracdo e de pureza da amostra que este tipo de tecnologia
revelou, este é ainda um método pouco utilizado devido aos seus custos elevados associados.
O processo de extragdo com solventes organicos aplicando a metodologia de Soxhlet é
uma extracdo efetuada em sistema fechado com reutilizacdo continua do solvente que permite
efetuar vérias extracfes sucessivas utilizando sempre o volume de solvente inicial. A chave
desta metodologia reside no extrator utilizado (extrator de Soxhlet) que permite fazer varios

ciclos de extragdo.*®

Condenser

" Extraction chamber

=

Vapor W H

Siphon arm

Boiling flask |
|: |
\.\ i
\\_ / Extraction solvent

Figura 1: Representacdo de uma montagem de Soxhlet tradicional.

A utilizacdo de solventes organicos associada com a metodologia de Sohxlet para a
extracdo de lipidos apresenta-se atualmente como sendo uma Otima opg¢do para este tipo de
extracao apesar da toxicidade associada aos solventes organicos, sendo necessaria uma extragdo
do solvente extremamente eficaz e controlada por evaporacdo do mesmo. De entre muitos
solventes organicos ja testados, o n-hexano mostrou ser o solvente que apresenta melhores

rendimentos de extracéo do 6leo do residuo de café. 4°
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A nivel industrial, quando se utiliza matrizes sob a forma de particulas aglomeradas
como € o caso do residuo de café, verifica-se comummente casos de agregagdo dessas particulas.
Esta agregacdo pode ser dividida em varias categorias dependendo do processo aplicado e da
matriz utilizada. No contexto do trabalho efetuado, atendendo a matriz utilizada e ao processo
de extracdo do dleo de café utilizado, o tipo de agregacdo mais comum € a agregagdo por
peneiramento. Este fendmeno consiste no deslocamento das particulas mais pequenas da matriz
no sentido da deslocacdo do solvente,*! que pode ser dividido em dois tipos especificos:
agregacao vertical, onde as particulas mais pequenas acumulam-se no fundo do extrator e as
maiores no topo (agregacao top-to-bottom), ou a agregacéo horizontal, onde as particulas mais
pequenas deslocam-se para a lateral a jusante do extrator no caso de a extragéo ser efetuada com

um extrator horizontal (agregacao side-to-side) (figura 1).

Figura 2: Figura representativa dos principais tipos de agregagao por peneiramento possiveis no caso de uma extragao
industrial utilizando solventes organicos: A- Agregacdo por peneiramento side-to-side; B- Agregagdo por peneiramento top-to-

bottom.

A acumulacdo de particulas finas na extremidade do extrator pode dar origem a formacéo
de placas bastante solidas de particulas agregadas entre si. Isto é problematico pois, além de
estas placas poderem tamponar o extrator e afetar de sobremaneira a extragéo, a remocéo destas
placas pode ser bastante complicada, dependendo do nivel de agregacdo em que estas particulas
se encontram. De modo a prevenir que estes fendmenos acontegam € necessario efetuar uma
avaliacdo ao tamanho e a forma das particulas da matriz de modo a otimizar a extracdo de
maneira a minimizar o risco de ocorréncia destes fendmenos.*? Geralmente pode ser efetuada
uma alteracdo a forma das particulas (comummente polir as particulas) no caso de estas terem

uma superficie irregular que permita encaixes entre elas.** Outra solucdo, e a mais utilizada,
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passa por diminuir a diferenca de tamanhos entre particulas, quer por granulacdo de particulas
maiores em particulas menores, quer por aglomeracdo de particulas menores em particulas
maiores.** Este método permite um equilibrio entre tamanhos, minimizando os fenémenos de

agregacao por peneiramento.
1.3. POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos presentes no café sdo responsaveis por muitas das caracteristicas
organoléticas mais apreciadas no café tais como a viscosidade, atribuida, em parte, ao facto de
estes polissacarideos estarem envolvidos na retencao de compostos volateis do café, a sensagédo
cremosa sentida na degustacéo do café e ainda a consisténcia da espuma do café. 4

Estudos recentes revelam que estes polissacarideos apresentam atividade bioldgica,
apresentando propriedades imunoestimuladoras ao nivel da mucosa géstrica®®, atividade
antioxidante, antitumoral, antiviral e antitissica*’*®, além de apresentarem caracteristicas
estruturais ideais para o desempenho de fungdes de fibra dietética?** e de gelificantes®!, sendo
que a sua potencial aplicabilidade na industria alimentar confere-lhes um valor intrinseco
bastante interessante.

Na preparacdo da infusdo, grande parte do material soluvel presente no café, e os
polissacarideos, sendo moléculas muito menos sollveis (particularmente as galactomananas e a
celulose) e que portanto, permanecem no residuo resultante da preparacdo da infusdo. Apenas
de 6%-12% dos polissacarideos que ndo sdo degradados pelo processo de torra do café sdo
extraidos no processo de preparacdo da bebida, e alguns polissacarideos sofrem degradacédo
durante o processo de torra e os fragmentos formados podem ser extraidos na bebida.>? Os
polissacarideos, correspondem a 65,9 + 6,5% da massa de residuo de café, sendo que 50%, 25%
e 25% dessa fracdo de polisssacarideos correspondem a Galactomanans, arabinogalactanas e
celulose, respetivamente, 145354

As galactomananas sdo polissacarideos pouco ramificados e pouco soluveis, sendo 0s
polissacarideos maioritarios do residuo de café.>® S&o compostos por uma cadeia principal de
residuos de D-manose, ligados entre si por ligagdes p(1—4), tendo ramificacdes de galactose

em ligacdo o(1—6) e também residuos de arabinose ligados a cadeia principal igualmente com
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ligagdes a(1—6). Estas galactomananas podem também ser acetiladas nas posicdes 2 e/ou 3 da

cadeia principal® (Figura 3).

Gal Ara Gal
1 1 1
l l
é 6 6
»4)-Man-(1 >4)-I\/_{a13-(1 »4)-Man-(1-—4)-Man-(1 >4)-D--1311(1 »4)-Man-(1-—-4)-Man(1-—
T1 T
Ac Ac Ac

Figura 3: Figura representativa da estrutura genérica de uma galactomanana

As galactomananas presentes no gréo de café sdo estruturalmente muito semelhantes as
galactomananas encontradas em extratos de Aloe vera®®, e o seu grau de ramificaco e acetilacéo
é variavel e dependente do grau de maturacédo a que o grao de café foi sujeito.

As arabinogalactanas presentes no residuo de café sdo do tipo Il (AGII). A estrutura
destes polissacarideos consiste em uma cadeia principal constituida por residuos de galactose
em ligacao B(1—3) com ramificacdes compostas por residuos de galactose em ligagdo B(1—6)
e/ou arabinose em ligacdo a(1—3), podendo apresentar ainda residuos de glucose nos terminais
redutores da cadeia principal em ligacdo p(1—4)°" (Figura 4). Estas arabinogalactanas s&o um
grupo bastante heterogéneo de polissacarideos com uma estrutura varidvel consoante a

proporcédo de arabinose-galactose.
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1 +
] L]
pGal(l pGal(1 PGal (1-3)BGal(l
4 i
1] [ [
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Figura 4: Figura representativa da estrutura genérica de uma arabinogalactana

As AGII encontram-se usualmente ligadas a proteinas ou fragdes proteicas, formando
um complexo arabinogalactana-proteina (AGP) contendo percentagens proteicas entre os 0,4%

e 05 1,9%.%8
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A celulose é um polissacarideo também presente no residuo de café. E um composto
comum a todo o tipo de matrizes vegetais em quantidades variaveis de planta para planta, pois
desempenha funcBes estruturais ao nivel da parede celular das células vegetais. E constituido
por uma cadeia linear de mondmeros de glucose ligados por ligagdes B(1—4) e devido ao facto
de ndo ter ramificacdes e devido ao elevado tamanho da cadeia, € um polissacarideo insoluvel.
Esta estrutura linear confere & celulose uma ordenacédo espacial intermolecular que, conjugada
com o facto de as varias cadeias de celulose formarem ligaces H-H bastante fortes entre si, faz
com que a celulose seja muito mais dificil de extrair por comparacdo com outros

polissacarideos.*
1.3.1. METODOS DE EXTRAGAO DE POLISSACARIDEOS

A extracdo de material de alto peso molecular, como é o caso dos polissacarideos, do
residuo de café pode ser efetuada de varias formas. As duas metodologias mais utilizadas séo a
extracdo aquosa em ambiente alcalino com aplicacdo de temperatura por um determinado
periodo de tempo seguida da neutralizacdo do sobrenadante e posterior dialise do mesmo.

A utilizacdo de radiacdo micro-ondas tem vindo a revelar-se como uma alternativa viavel
e eficaz para a extracdo de polissacarideos da matriz do residuo de café.!*° E uma metodologia
que pode utilizar apenas agua como Unico solvente a uma temperatura e pressao elevadas. Por
iss0, trata-se de uma metodologia que se enquadra no conceito de quimica verde por ter custos
de utilizacdo baixos e impacto a nivel ambiental muito reduzido.

Vaérios estudos mostram que a utilizacdo de radiacdo de micro-ondas diminui o tempo
necessario para a ocorréncia de reacdes quimicas, pode aumentar o rendimento de reacdo e
permite uma seletividade na formacdo de produtos de reacdo, em sinteses quimicas. A
semelhanca de um micro-ondas doméstico, um micro-ondas laboratorial, funciona através da
irradiagdo da amostra com radiacdo micro-ondas. A radiacao (campo elétrico de alta frequéncia)
faz com que os i0es livres e o0s eletrGes presentes na amostra se desloquem na mesma direcéo
do campo elétrico aplicado. Moléculas polares como a &gua, na presenca deste campo elétrico
de alta frequéncia comegam a oscilar constantemente, sendo este efeito o responsavel pelo

aquecimento da amostra.5!
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Os aparelhos atualmente utilizados em laboratorio sdo equipados para suportar
ambientes de altas temperaturas e altas pressdes no seu interior (Figura 5), permitindo atingir
condicdes de reacdo até aqui muito dificeis de alcancar, abrindo a porta a otimizacao de varios

tipos de reacdes quimicas.

Figura 5: Imagem de um aparelho de micro-ondas laboratorial.

A extracdo aquosa em ambiente alcalino € um método bastante eficaz na extracdo de
material de alto peso molecular e a metodologia consiste na utilizacdo de uma solucdo alcalina
(geralmente KOH ou NaOH) numa concentragdo que pode variar dependendo do objetivo da
extracdo. O ambiente alcalino envolvente a amostra permite o enfraquecimento e quebra das
pontes H-H intermoleculares nas moléculas de alto peso molecular como os polissacarideos,
promovendo a separacdo entre elas e a sua solubilizacdo no sobrenadante aquoso, sendo a
extracdo geralmente efetuada uma temperatura baixa ou temperatura ambiente. Simdes et al
prop6s uma metodologia de extragdo dos polissacarideos da matriz do café utilizando reagentes
alcalinos que consiste em extracdes sequenciais com concentragdo crescente de NaOH.*® A
recuperacdo dos polissacarideos a partir do sobrenadante da reacdo pode ser conseguida por
precipitagdo em etanol utilizando percentagens variaveis de etanol em solucdo de modo a

selecionar o tipo de moléculas de interesse. Também a cromatografia de exclusdo molecular
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pode ser utilizada para a separacdo dos véarios tipos de macromoléculas em solucéo,

inclusivamente os polissacarideos, consoante o0 seu tamanho.
1.3.2. PROPRIEDADES BIOATIVAS DOS POLISSACARIDEOS DO RESIDUO DE CAFE

Os polissacarideos no residuo de café apresentam uma elevada atividade bioldgica,
podendo atuar como moléculas imunoestimuladoras®®, anti tumorais e antivirais®?, anti-
inflamatérias e anticoagulantes®, além de atuarem como fibras dietéticas*®, hidratos de carbono
que ndo sao digeridos ao nivel do intestino delgado, sofrendo posterior fermentacéo no intestino
grosso por intermédio dos microrganismos da flora intestinal (Codex Alimentarius Comission).
A capacidade destes polissacarideos terem uma atividade bioldgica tdo variada depende de
fatores, como a sua composicao e estrutura, tipo de ligagdes, ramificacdes e grau de acetilacdo
dos mesmos.®* Sdo polissacarideos ndo exclusivos do residuo de café, sendo encontrados
polissacarideos semelhantes na composicéo e estrutura, em plantas como o Aloe vera, alfarroba

e residuos lenho-celulésicos.®
1.3.3. POTENCIAL IMUNOESTIMULADOR DOS POLISSACARIDEOS DO RESIDUO DE CAFE

O sistema imunitario é um sistema bastante complexo de defesa contra ataques externos
ao organismo. A sua forma de atuacdo pode ser dividida em dois tipos. Por um lado temos a
imunidade inata, que tal como o nome indica ¢ inato a qualquer organismo. E uma defesa
priméaria do organismo e que que atua indiscriminadamente em todos os antigenios (todas as
células, moléculas ou virus estranhos ao organismo). Os macrofagos, neutrofilos e o sistema de
complemento sdo os principais componentes da imunidade inata e sdo responsaveis pela
identificacdo e imediata eliminacéo destes antigénios.®®

A imunidade adquirida funciona como um arquivo de memoria de todos os antigénios
que a dada altura desencadearam respostas imunitarias no organismo. Esta memorizagédo
permite que exposi¢des futuras ao mesmo antigénio desencadeiem respostas imunitarias mais
rapidas e mais eficientes.®® O mecanismo de atuagdo da resposta imunitaria adquirida é dividido
em trés fases de atuacdo: reconhecimento, mobilizacio e ataque. ®°

O reconhecimento corresponde identificacdo de antigénios presentes no organismo. Este

reconhecimento é feito maioritariamente por parte dos macrofagos que reconhecem o antigénio
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invasor e fragmentam-no. Posteriormente, os macrofagos transmitem a informagédo da invaséo
as células do centro de histocompatibilidade major através da deposi¢do dos fragmentos de
antigénio na membrana celular destas células, que por sua vez transmite essa informacéo aos
linfécitos T através da sua ligacdo ao fragmento de antigénio que as células do centro de
histocompatibilidade major que transportam na sua superficie membranar. %

A mobilizacdo corresponde a ativacdo das células responsaveis pela destruicdo do
antigénio, e é feita através da libertacdo de citocinas como a interleucina-1, que mobiliza mais
linfécitos T ao local da infecdo, a interleucina-12, que € responsavel pela mobilizacdo das
células NK (natural killer) e pela estimulacdo da producdo de maiores quantidades de interferdo,
e ainterleucina-8 que funciona como “rastro” para que os neutr6filos sejam capazes de descobrir
o local de infec30.%°

O ataque, tal como o nome indica, corresponde a destruicdo dos antigénios invasores,
principalmente por parte das células NK, dos macrofagos e dos neutréfilos através de processos
como a fagocitose ou a libertagdo de interferGes. Quando a destrui¢do total dos antigénios
invasores ndo € possivel, como é o caso da tuberculose, 0s remanescentes sao encapsulados por
células do sistema imunitario (granulomas) formando uma prisdo que se mantém intacta desde
que o sistema imunitario se mantenha forte e saudavel.

O sistema imunitario utiliza, no desempenho das suas fun¢des, varios tipos de células
como os neutréfilos, os macrofagos, nos quais se incluem os mondcitos, e os linfocitos, que
englobam os linfocitos B e T e as células NK. Estas células tém um papel préprio no
desencadeamento da resposta imunitaria, embora algumas tenham finalidades semelhantes mas
locais e formas de atuacdo distintas.®® Os macrdfagos e os neutrofilos tém um papel muito
semelhante, que passa pela destruicdo dos antigénios invasores. Enquanto os neutréfilos
percorrem a corrente sanguinea livremente, os macrofagos estao colocados estrategicamente em
possiveis pontos de entrada de antigénios no organismo como os pulmdes.%

Vérias fases da resposta imunitaria parecem ser ativadas na presenca de polissacarideos
como os encontrados no residuo de café, como a estimulacdo da producdo de macréfagos,
producio de anticorpos, estimulacio de linfocitos T, e a estimulagio da producio de TNF e
outras citocinas*’, mas mais estudos de correlagdo entre estrutura e funcionalidade dos

polissacarideos com atividade imunoestiuladora ja comprovada sdo necessarios de modo a tentar
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identificar quais 0s processos da resposta imunitaria que estes polissacarideos sdo capazes de

influenciar positivamente e de que forma.
1.3.3.1.  PROPRIEDADES BIOATIVAS DAS GALACTOMANANAS

Um dos polissacarideos com propriedades bioativas comprovadas do Aloe vera, e que
desperta grande interesse € uma manana estruturalmente muito semelhante as galactomananas
encontradas no residuo de café. Ambas apresentam um grau de acetilacdo e uma estrutura e
composicdo em termos de aclcares muito semelhantes. Simoes et al observaram que estes dois
polissacarideos extraidos de matrizes distintas apresentam um elevado potencial como
moléculas com atividade imunoestimuladora quando acetilados, potencial este comprovado com
testes in vitro.*

As galactomananas tém ainda a particularidade de sofrerem uma rapida fermentacao no
colon, prevenindo a quelacdo de minerais comummente verificada em alguns tipo de fibras
dietéticas, tendo como produtos de fermentacio manooligossacarideos.®’  Estes
manooligossacarideos apresentam por si s6 uma elevada atividade bioldgica. Estudos in vivo
mostram que estes compostos de fermentacdo estimulam o sistema imunitario da mucosa
gastrica atuando ao nivel da flora intestinal, contribuindo assim para a diminuicdo da quantidade

de compostos de putrefacio no intestino.®’
1.3.3.2.  PROPRIEDADES BIOATIVAS DAS ARABINOGALACTANAS

Arabinogalactanas de origem vegetal, como a descrita por Yamada et al apresentam uma
elevada atividade bioldgica.%8 No residuo de café encontramos arabinogalactanas do tipo I,
sendo este tipo de arabinogalactanas o que apresenta uma maior diversidade de atividades
bioldgicas, principalmente na estimulagdo da libertagio de TNF (tumor necrosis factor),*’

ativando respostas imunitarias no organismo.
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1.3.3.3.  APLICACOES INDUSTRIAIS DA CELULOSE

A celulose, além das comprovadas competéncias como fibra dietética, possui uma serie
de possiveis aplicagdes nas mais variadas areas, desde a construcdo civil, medicina e
particularmente na industria alimentar. Devido ao elevado nimero de grupos hidroxilo presentes
na molécula de celulose, a sua modificacdo quimica permite explorar o seu grande potencial. J&
desde h& muito tempo que a celulose € utilizada na industria alimentar, podendo ser alterado de
maneira a desempenhar papeis de agente emulsionante e gelificante, sendo um aditivo alimentar
ja fortemente implementado.>°

A celulose tem sido estudada como potencial substrato para a producgéo de bioetanol por
fermentacéo. A producio de bioetanol utilizando celulose como substrato é ja uma realidade,
e uma aplicacdo que torna a celulose um bom objeto de estudo na substituicdo de matérias

produzidas a base do petroleo, quer a nivel de polimeros quer a nivel de produgio energética.”
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Capitulo II - Materiais e métodos

2.1. DETERMINACAO DA PERCENTAGEM DE HUMIDADE DO RESIDUO DE
CAFE

Ao longo do processo, foi necessario quantificar a agua presente nas diferentes amostras.
Esta quantificagéo foi efetuada por gravimetria.

Uma aliquota de amostra foi colocada numa caixa de pesagem cuja massa foi
previamente determinada e colocada numa estufa a 105°C durante 5h. As amostras foram
arrefecidas a temperatura ambiente no exsicador e a sua massa determinada. O processo foi
repetido até que a massa de amostra fosse constante. A diferencga entre a massa de amostra inicial
e a massa de amostra apOs secagem corresponde a massa de dgua perdida por evaporacao.

2.2. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DA CAFEINA DO RESIDUO DE CAFE

Foi efetuada uma extracdo prévia utilizando um solvente polar, neste caso, uma solugédo
de etanol e H.O numa proporgao 1:1, utilizando um sistema de refluxo (sistema fechado) com
agitacdo continua (figura 6).

Foi medido 500¢g de residuo de café com uma percentagem de humidade de 63,3% e
colocado num bal&o de ebuli¢do juntamente com 640mL de uma solugéo de etanol e H20 na
proporcao de 1:1 (o volume de agua ja presente no residuo de café foi considerada na preparacao
da solucdo de solvente), submergindo o baldo de ebulicdo num banho de dgua a 80°C com
agitacdo constante durante 1h.

O sobrenadante foi entdo separado do residuo por filtracdo e posteriormente desidratado
por sublimacéo no liofilizador. Posteriormente procedeu-se a analise de acucares e HPLC de

modo a quantificar os acgUcares e cafeina, respetivamente, presente no extrato obtido.
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A N [ etanol/H20 (1:1)

|k\\ g/)l + residuo de café
r'r, O |

Figura 6: Imagem demonstrativa da montagem efetuada para a extracéo etanol/agua (1:1) em refluxo de solvente.

A anélise de HPLC ao extrato obtido por extracdo EtOH/H20 (1:1) teve o objetivo de
quantificar a cafeina extraida. A analise foi realizada na Universidade de Tras-os-Montes e Alto
Douro Doutor Fernando Nunes, tendo sido enviada uma amostra de 20,3 mg para quantificacéo.
Utilizou-se um HPLC-UV com uma coluna de C18 de fase reversa, de 5 um de didmetro. Os
compostos foram eluidos usando um gradiente de concentracdes do eluente A [acido formico
5%] e eluente B [metanol]. O gradiente comeca com 95% de eluente A e 5% de B durante 5
min. Dos 5 aos 45 min o eluente B aumenta gradualmente até 40%. Dos 45 aos 65 min o eluente
B aumenta gradualmente até 70%. Dos 65 aos 75 min o eluente B é reduzido gradualmente ate
5%. O fluxo usado foi de 0,8 ml/min a temperatura de 25°C. Os picos foram detetados a 280 nm

para quantificacdo da cafeina.
2.3. EXTRACAO DO OLEO DO RESIDUO DE CAFE

Para a extracdo da fragdo lipidica do residuo de café utilizou-se uma montagem de
Soxhlet com n-hexano destilado como solvente extrator. Colocou-se o residuo de café num
cartucho de Soxhlet de dimensdes 23 X 100. Colocou-se 300mL de n-hexano num bal&o de
ebulicdo de 500mL de volume submergindo-o num banho de agua a 80°C, tendo as amostras
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estado sujeitas a extracdo continua durante 1, 2 ou 4h. Terminada a extracéo o solvente foi
evaporado a pressao reduzida até a secura (Rotavapor R-114, Buchi Water Bath B-480).

2.3.1. QUANTIFICACAO DOS ACIDOS GORDOS DO OLEO DO RESIDUO

DE CAFE

Os éacidos gordos totais foram determinados por GC ap0s transesterificacdo dos
triacilgricerideos nos correspondentes ésteres metilicos, utilizando a metodologia descrita por
Aued-Pimentel et al. Os ésteres metilicos foram preparados utilizando uma solucdo de KOH
(200 pL, 2,0 M) com metanol como solvente, seguida da adi¢do de 1mL de n-hexano e posterior
homogeneizacdo. De maneira a formar duas fases de extracdo adicionou-se uma solucdo
saturada de NaCl (2 mL), seguindo-se uma centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 min. Recolheu-
se 1mL da fase organica para um novo tubo de cultura e injetados no GC-FID 1,5 pL.

Foi utilizado um cromatdgrafo de gas (Clarus 400, PerkinElmer, Inc., MA, USA)
equipado com uma coluna DB-1 com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,15 um de espessura de filme (J&W Scientific, Agilent Technologies, Folsom, CA, USA) e um
detetor de ionizagdo de chama. O injetor do GC foi programado a 250°C e o detetor a 270°C.
Foi utilizado um programa de temperaturas com as seguintes condi¢des: 3min a 50°C, rampa de
25°C/min até 180°C com estabilizacdo a 180°C durante 6 min, rampa de 40°C/min até 260°C
com estabilizacdo a 260°C durante 3 min. Como gas de arraste foi utilizado hidrogénio com um
caudal de 1,7 mL min-1. As concentracdes relativas dos &cidos gordos foram calculadas pelo
método da area percentual com normalizacdo adequada, considerando a soma de todas as areas

dos acidos gordos identificados.
2.4, EXTRACOES ALCALINAS DE POLISSACARIDEOS

A metodologia usada para a extragdo sequencial de polissacarideos tem como base 0
procedimento descrito por Simdes et al (2009) tendo sido feitas algumas alteragdes.*® A
metodologia utilizada compreende 3 passos distintos, a preparacdo das amostras, a extracdo dos

polissacarideos com reagentes alcalinos e o isolamento e purificagdo dos mesmos.
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Nas extracBes alcalinas foi utilizado residuo de café obtido nas méaquinas de venda
automatica cujo café utilizado é produzido pela empresa Delta®. O residuo foi previamente
desengordurado, em quantidades entre 20g e ~330,7 g com percentagens de hidratacdo
variaveis. Para a extracdo de polissacarideos do residuo de café foram utilizadas solucGes de
KOH, e de NaOH, ambas com uma concentra¢ao de 1M.

Os polissacarideos do residuo de café foram extraidos por extracdo sequencial com (1)
420mL de solucdo de hidréxido de potassio (KOH) a 1M + NaBH4 a 0,02M, sob agitacéo, a
temperatura de 80°C durante 1h; (2) 400mL de solu¢do de KOH a 1M + NaBH4 a 0,2M, sob
agitacdo, a temperatura de 80°C durante 1h; (3) 325mL de solucdo de KOH a 1M + NaBH4 a
0,02M, sob agitacao, a temperatura de 80°C durante 1h.

As solucbes de KOH com NaBH4 foram preparadas imediatamente antes de cada

extracéo.

|Residun de café desengordurado

Zolugio d= KOH 1M

2h a B0 °C com agitagio
Centrifuracio (246522 13min. 4°Cy

*

¥
| Residuo 1 | Extracto 1 |

Zolugio de KOH 1M Filtragio a vicuo

o
2h a 30 °C com agitagio - ramptta.{;a.?
Concentragioc

Centrifuzacio (24652g, 153min, 4°C) o a
¥ wLichilizacio
[ ppEtoH s0wom  |[  suEom s0w em |
[ ] -

Residuo 2 | Extracto 2 |
Bolugio d= KOH 1M Filtragiao a vacuo
2h a 80 °C com agitagio Precipitagio
Centrifueracio (24652g, 153min, 4°C) Concentragio

- L Liofilizagio
|  epEtoHSON W | SnEtOH 80% (vv) |
¥

Residuo 3 | Extactos |

Filtragio a vicuo
Pracipitagio
Concentragic
Liofilizagio

! :

| eeEroHSINGW || SnEtOH 80% (viv)

Figura 7: Esquema representativo do procedimento experimental A para a extracdo sequencial de polissacarideos do residuo

de café previamente desengordurado.
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Os polissacarideos do residuo de café foram extraidos por extracdo sequencial com (1)
200mL de solugdo de NaOH a 1M + NaBH4 a 0,02M, sob agitacdo, a temperatura de 80°C
durante 1h; (2) 200mL de solugdo de NaOH a 1M + NaBH4 a 0,02M, sob agitacdo a temperatura
ambiente durante a noite (aproximadamente 16h). As solucdes de NaOH com NaBH4 foram
preparadas imediatamente antes de cada extragéo.

Foram ainda testadas extracOes sequenciais sob as mesmas condi¢bes de tempo e
temperatura descritas em B, utilizando uma menor quantidade de residuo de café e de solucéo
de NaOH, numa proporcao de 1:4 de residuo para solucéo alcalina.

Foram também testadas extracGes sequenciais sob as mesmas condi¢cdes de tempo e
temperatura descritas em B, utilizando a quantidade de residuo diretamente obtida apos extracdo

sohxlet e com um volume de solucdo de NaOH correspondente a uma proporc¢éo de 1:4.

Residuo de café desengordurado

Lolugio d= Ma0OH 1M
2h a 30 °C com agitagio
Centrifuracio (246322, 15min. 4°C)

w +
Residuo 1 Extracto 1
Solscin de NaOH 1M Filtragdo 2 vicvo
2h a 30 °C com agitagio iﬂaﬂ?:t 1{‘:1{?_ ]
Cantrifezagio (246522, 15min, 4°0) utragao 2 vacuo
* wl avazsem (acetona)
ppEtOH 30% (v/v) SnEtOH 80% (viv)
L ] *
Residuo 2 Extracto 2

Filtragio a vacuo
Precipitagio
Filtragio a vacuo
v Lavagem (acztona)

ppEtOH 80% (v/¥) SnEtOH 30% (v¥)

Figura 8: Esquema representativo do procedimento experimental A para a extracdo sequencial de polissacarideos do residuo

de café previamente desengordurado.

2.4.1. ISOLAMENTO E PURIFICAGAO DOS POLISSACARIDEOS

Depois de cada extracdo com as solugdes alcalinas o residuo insoltvel foi separado por
centrifugacdo a 24652 g, 15 min, 4 °C (Sigma, rotor 12159), seguindo-se uma filtragdo do extrato
aquoso, através de um filtro de fibra de vidro (Filtros Anoia-GF/B).
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Os extratos de KOH e NaOH foram acidificados a pH 5 com &cido acético glacial, (Carlo
Erba, 99%), ou com uma solugdo de acido cloridrico 37% (v/v). Os extratos foram concentrados
e foi adicionado etanol até perfazer uma solucdo de etanol a 80% (v/v) de modo a ocorrer a
precipitacdo dos polissacarideos (insoltveis em etanol). O precipitado formado foi separado por
centrifugacéo e posterior filtragdo com pressao reduzida utilizando um filtro de fibra de vidro
(Filtros Anoia-GF/B).

No caso da extracdo sequencial A, os polissacarideos foram solubilizados em &agua
destilada, e evaporado o etanol proveniente da precipitacdo que pudesse ter ficado em solucéo.
As solugdes de polissacarideos foram entdo congeladas e armazenadas a -20°C procedendo-se
posteriormente a uma liofilizagdo das mesmas.

Na extracdo sequencial B, apos centrifugacdo e filtracdo com pressdo reduzida utilizando
um filtro de fibra de vidro, os polissacarideos foram lavados diretamente no filtro utilizando
solventes organicos (acetona, etanol, ou éter de petrdleo) procedendo-se posteriormente a sua
secagem na estufa a 40°C ou a temperatura ambiente durante a noite.

Numa das extraces sequenciais utilizando NaOH, foi também testada a filtracdo
imediatamente apds a precipitacdo em etanol, ndo recorrendo a uma centrifugacéo prévia da

solucdo contendo os polissacarideos.

2.5. EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS DO RESIDUO DE CAFE POR MICRO-
ONDAS (MW)

Na tentativa de proceder a extracéo de polissacarideos do residuo de café em simultaneo
com uma acetilacdo dos polissacarideos extraidos recorreu-se a um tratamento hidrotémico
assistido por MW em condices semelhantes as utilizadas por Passos et al** com solucdes de
acido acético de concentragdes variaveis como solvente.

A figura 9 representa 0 esquema experimental do processo de extracdo de
polissacarideos do residuo por tratamento hidrotérmico assistido por micro-ondas
(MicroSYNTH Labstation for Synthesis).
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Microondas

—Solucio
Ac. acético
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\ A
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|
Residuo <+l

Adicdo de etanol até 80% (vi)

/' \ Centrifugacio &
' —_—_,—
: 74652 7, 15 mim, 1

{Precipitado)

Figura 9: Esquema representativo do sistema de extra¢do e isolamento de polissacarideos por MO

Foram realizados 3 ensaios distintos com 6 g de residuo de café desengordurado em 60
mL de solucdo de acido acético com concentracdes de 0.1, 0.2 e 0.5M. O programa de
temperaturas utilizado foi o seguinte: irradiacdo a 1000W durante 1min até 170°C, irradiacéo a
900W durante 3min até 200°C com estabilizacdo a 200°C durante 3min. A temperatura e a
pressdo foram controladas durante a realizacdo de cada experiéncia. Para cada experiéncia
realizaram-se dois ensaios e 0 pH da solucdo foi medido antes e depois da extracdo por MO.
Decorrido o tempo de extracdo, o extrato foi separado do residuo por centrifugacdo (26452 g,
15 min, 4°C) e filtrado sob vacuo. Foi efetuada uma precipitacdo em etanol até 80 % (v/v)
separando-se posteriormente o precipitado obtido (ppEtOH) do sobrenadante (SnEtOH) por
filtracdo a vacuo utilizando um filtro de fibra de vidro (Filtros Anoia-GF/B). O material que
ficou retido no filtro (ppEtOH) foi entdo dissolvido em agua destilada e o etanol remanescente
da precipitacdo prévia foi evaporado em pressao reduzida a 40°C. A solucgéo foi entdo congelada
e liofilizada. O sobrenadante (SnEtOH) foi evaporado em pressdo reduzida a 40°C de modo a
retirar o etanol em solucédo, sendo posteriormente armazenado.

Foi testada ainda uma segunda extracdo de polissacarideos utilizando o residuo de café

remanescente da extracdo por MW com solucdo de acido acético de 0,5M sob as mesmas
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condicBes (60mL de solucdo de acido acético de 0,5M com o0 mesmo programa de temperatura
e pressdo) seguindo o procedimento acima descrito.

2.5. SEPARACAO DOS COMPOSTOS DO SNETOH SEGUNDO O SEU TAMANHO

Foi realizada uma cromatografia de exclusdo molecular com o objetivo de separar 0s
compostos presentes no SNEtOH obtido por extracdo com MW. A separacdo foi feita utilizando
uma coluna de poliacrilamida (Bio-Gel P2 da BIO-RAD) com um diametro de 2,5 cm e 35 cm
de altura. A coluna foi previamente montada e calibrada com dextrana azul (Mw = 2,00 kDa) e
glucose (Mw = 180 Da).

Foi introduzido na coluna 1mL de SnEtOH previamente centrifugado (para eliminar
algum precipitado que estivesse presente na solucdo), e eluido com &gua desgaseificada com o
auxilio de uma bomba peristaltica com um fluxo de 0,5mL/min. A amostra eluida na coluna foi
recolhida em tubos (3mL por tubo), tendo sido medida a condutividade e absorvancia a 280,
325 e 405nm em cada tubo com o objetivo de diferenciar as fracGes obtidas.

2.6.  ANALISE DOS ACUCARES NEUTROS COMO ACETATOS DE ALDITOL POR
GC-FID

A analise de acUcares neutros das amostras foi realizada recorrendo a uma hidroélise acida
dos polissacarideos segundo o método descrito por Selvendran et al.”?> Posteriormente, 0s
residuos foram convertidos a acetatos de alditol (derivados volateis e termoestaveis) por reducao
e acetilacdo dos mesmos, possibilitando a analise quantitativa e qualitativa dos residuos de
acucar por GC-FID.

A hidrdlise dos polissacarideos foi efetuada em tubos de cultura com 2-3mg de amostra,
dependendo da pureza das mesmas. As amostras foram adicionados 200uL de H2SOs 72%
(m/m) deixando reagir por 3 h a temperatura ambiente. De seguida adicionou-se 1mL de agua
destilada (concentragdo final de &cido de 2 M), deixando-se a incubar num bloco de aquecimento
a 120 °C durante 1h.

Terminada a hidrolise, os tubos foram arrefecidos em banho de gelo e adicionou-se

200uL da solugdo de padrao interno (2-desoxiglucose, 1 mg/mL). De seguida transferiu-se 1mL

25



Valorizacdo do residuo de café por extracdo de compostos de interesse

de hidrolisado para novos tubos de cultura e neutralizou-se o acido com 200uL de NH3z a 25%.
Adicionou-se 100uL de solugao de NaBH4 15% (m/v) em NH3 3 M (agente redutor) preparada
imediatamente antes de utilizar. A solugéo foi agitada e incubada num bloco de aguecimento a
30°C por 1 h. Os tubos foram arrefecidos em banho de gelo e o excesso de NaBH4 foi eliminado
por adi¢do de duas aliquotas de 50uL de acido acético glacial. De seguida foram transferidos
300uL de solugdo contendo os agucares reduzidos para tubos de Sovirel, e colocaram-se 0s tubos
em banho de gelo. A cada tubo foram adicionados 450uL de 1-metilimidazol e 3mL de anidrido
acetico, agitando muito bem e deixando reagir por 30 min num bloco de aquecimento a 30°C.
Os acetatos de alditol formados foram isolados por extracéo liquido-liquido com 3mL de agua
destilada e 2,5mL de diclorometano, ficando os acetatos de alditol na fase orgénica e o excesso
de anidrido acético na fase aquosa. ApOs agitacdo manual vigorosa, os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm durante 1 min, e a fase aquosa foi descartada por aspiracdo. A fase
organica remanescente foram adicionados 3mL de H>O destilada e 2,5mL de diclorometano
repetindo o processo de agitagdo vigorosa e centrifugacdo sob as mesmas condicoes,
descartando novamente fase aquosa por aspiracdo. De seguida, a fase organica foi lavada com
duas adicBes sucessivas de 3mL de agua destilada intercaladas por agitacdo vigorosa,
centrifugacdo e aspiracao de fase aquosa. Na ultima aspiracdo a fase aquosa foi completamente
removida, e a fase organica contendo os acetatos de alditol foi transferida para tubos de
speedvac. As amostras foram concentradas até a secura num concentrador de amostras
(speedvac), lavadas 2 vezes com 1mL de acetona anidra e concentradas novamente. Os acetatos
de alditol foram depois diluidos em 50uL de acetona anidra para posterior analise por GC-FID.

Foi utilizado um cromatdgrafo (Perkin EImer — Clarus 400) com uma coluna capilar DB-
225 (30 m comprimento, 0,25 mm de diametro, e 0,15 um espessura) e uma fase estacionaria
composta por 50% de cianopropilfenil e 50% metilpolisiloxano. O volume de injecdo foi de
2uL, com temperatura do injetor de 220°C e do detetor de 230°C. Utilizou-se hidrogénio como
gas de arraste a pressdo de 17 psi, uma atenuacgédo de 6 e “split” de 10 min. Foi utilizado um
programa de temperaturas com as seguintes condicdes: inicio a 200°C, rampa de 40°C/min até
220°C, estabilizacdo a 220°C durante 7 min, rampa de 20°C/min até 230°C, e estabilizacdo a
230°C durante 1 min.
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Os acetatos de alditol foram identificados comparando os tempos de retengcdo com 0S
padrdes de referéncia. A quantificacdo dos acetatos de alditol identificados nas amostras foi
correlacionada com a area do padrao interno 2-desoxi-D-glucose (técnica do padrdo interno).

Foram realizados 2 ensaios para cada amostra analisada.

2.7. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DOS COMPOSTOS

CONSTITUINTES DAS FRACOES F1 E F2

Foi efetuado um estudo da determinacdo do peso molecular médio dos polissacarideos
extraidos por MO em meio contendo &cido acético recorrendo a uma cromatografia de excluséo
molecular preparativa, por adaptacdo do método proposto por Evtuguin et al.”

Foram dissolvidos ~3 mg de cada amostra em 4mL de NaNOs, de modo a ter uma
concentracéo final de ~0,7 mg/mL. As amostras foram filtradas e injetadas num sistema PL-
GPC 110 (polymer Laboratories), protegido com uma pré-coluna PL aquagel-OH Guard 8 pum
e equipado com duas colunas PL aquagel-OH MIXED 8 pum com 30 cm de comprimento e
7,5mm de didmetro. Foi utilizado como eluente uma solucéo de NaNOs 0,1M com um fluxo de
0,9mL/min.

2.8. DETERMINACAO DA ACETILACAO DE PPETOH DO MWB, F1 E F2

Para a determinacdo do grau de acetilacdo foi utilizado o método HS-SPME-GC-FID
descrito por Nunes et al.® Foi construida uma curva de calibragio utilizando 5 padrdes de acido
acetico com concentragdes entre 0s 6,25 e 0s 500mg/L, tendo sido calculadas as concentracdes
de grupos acetilo na amostra com base na mesma. Foi utilizada uma fibra revestida por trés
polimeros, nomeadamente, DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/ carboxeno/
polidimetilsiloxano).

Foram preparados 5 padrdes de &cido acético com concentracdes de 6.25, 12.5, 250, 375
e 500mg/L. Para cada padréo, foram transferidos 4mL de solucdo para um vial, e colocado num
banho a 40°C durante 30min. A fibra de SPME foi exposta no vial durante 15 min a 40°C,

absorvendo assim os compostos volateis presentes no espaco de cabeca.
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Foram pesados 2mg de amostra num tubo de cultura e adicionados 2,4mL de &gua
destilada e 0,8mL de NaOH (2M). A reacdo decorreu durante 1h a temperatura ambiente de
maneira a permitir a libertacdo dos grupos acetilo presentes nos polissacarideos em solucéo.
Posteriormente foram adicionados 0,8mL de HCI para parar a reacdo e acertou-se o pH a 2,0. A
solucéo foi transferida para um vial e colocada num banho a 40°C durante 30 min com agitagéo
constante. Inseriu-se a fibra no vial, permanecendo exposta durante 15 min a 40°C.

Foi utilizado um cromatografo Perkin Elmer — Clarus 400 com um liner SPME e uma
coluna capilar DB-FFAP (30 m comprimento, 0,32 mm de diametro, e 0,25 pum espessura) com
uma fase estacionaria composta por &cido polietilenoglicol modificado. A fibra foi exposta
durante 3 min no injetor do cromatografo a uma temperatura de 250°C e foi utilizado um
programa de temperaturas com as seguintes condi¢des: inicio a 50°C, rampa de 5 °C/min até 65
°C, rampa de 20 °C/min até 185 °C, rampa de 35 °C/min até 220 °C com estabilizacdo a 220 °C

durante 1 min,
2.9. ESTUDO DA ATIVIDADE IMUNOESTIMULADORA DAS FRACOES F1 E F2

Foram realizados dois estudos de atividade imunoestimuladora para os polissacarideos
obtidos por extracdes alcalinas e por extracdo com MO em ambiente acido. Um dos estudos foi
precedido de uma descontaminacdo da amostra de modo a eliminar falsos positivos por ativagéo
das células B e T por contaminantes externos, enquanto o segundo estudo néo foi precedido de

qualquer procedimento de descontaminagdo da amostra.
2.9.1. DESCONTAMINACAO DO GEL

Para cada fracdo de 2,5mL de gel polimixina B foram adicionados 10mL de agua mili-
Q (desionizada e autoclavada) e centrifugou-se a 3000 rpm durante 5min. O sobrenadante foi
descartado, adicionou-se 5mL de desoxicoladto de modo a eliminar as contaminacfes e
adicionou-se 10mL de agua mili-Q. A solucdo foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 min, o
sobrenadante descartado, e adicionados 5mL de PBS. Efetuou-se uma nova centrifugacéo a

3000 rpm durante 5 min e descartando-se posteriormente o sobrenadante.
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2.9.2. DESCONTAMINACAO DA AMOSTRA

Foi preparada uma solucao com concentracdo de 1mg/mL de amostra em tampao fosfato
salino (PBS). A solucéo foi centrifugada a 3000 rpm durante 5min, com o objetivo de evitar a
contaminacdo do gel com algum precipitado presente na solugéo (passo particularmente
importante em amostras com baixa solubilidade em PBS). Paralelamente foram colocados 500
uL de gel polimixina B num tubo de falcon, adicionados 10 mL de PBS e centrifugou-se a 3000
rpm durante 5 min, descartando-se o0 PBS ap0s a centrifugacao. Foi adicionado 1mL da solucéo
de amostra ao gel polimixina B, ficando a solugdo a incubar durante 30 min com agitacéo.
Efetuou-se uma nova centrifugacao seguida da recolha do sobrenadante (fracdo que contem a
amostra descontaminada). Colocou-se 100uL de sobrenadante num tubo de cultura de modo a
efetuar uma analise de agUcares neutros e o restante foi colocado num eppendorf, e armazenado

na camara de fluxo laminar para posterior anélise de atividade imunoestimuladora.

2.9.3. DETERMINACAO DA ATIVACAO DAS CELULAS B E T DO BACO DO

RATINHO

Para o estudo da ativacdo das células B e T do baco do ratinho recorreu-se a técnica de
citometria de fluxo, onde células do baco foram incubadas com diferentes solucbes de
polissacarideos extraidos do residuo de café. Foram utilizados marcadores de fluorescéncia
associados a anticorpos anti-CD69, anti-B220 e anti-CD3 de maneira a distinguir células
ativadas e ndo ativadas, assim como distinguir as células B das T.

Foi preparada uma suspensao de células esplénicas de ratinhos por homogeneizacao do
baco em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com antibi6ticos e soro
bovino. Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante contendo as células vidveis para o estudo de
atividade imunoestimuladora foi recolhido.

Numa placa de cultura ELISA de 96 pogos foram adicionados 100pL de solugéo de
células em cada poco (10° células/pogo) e foram adicionados, em duplicado, 50uL de RPMI
(controlo negativo), 2ul. de LPS em 48ul. de RPMI (controlo positivo), e 50ul. de amostras
com concentracdo de agucares entre os 58,6 e 0s 690ug/mL. O volume final de todos os pogos

foi preenchido a 200uL por adi¢do de S0uL de meio RPMI, totalizando uma concentracdo de
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amostra final no poco entre os 14,7 e os 172,5ug/mL. Todo o processo foi realizado numa
camara de fluxo laminar de modo a minimizar a probabilidade de falsos positivos por
contaminacdo externa das amostras.

A placa foi incubada durante 17 h numa estufa a 37°C com atmosfera humidificada e
CO2 controlado (5 %). Decorrida a incubacdo, a placa foi centrifugada e o sobrenadante
descartado. Para detetar as células ativas por citometria de fluxo, procedeu-se & marcagéo prévia
das células com anticorpos associados a fluorocromos. Dependendo do tipo de células foram
preparadas solucdes de diferentes anticorpos em tampao Fluorescence-activated cell sorting
(FACS) para coloragdo da superficie. Para marcar linfocitos B foram adicionados anticorpos
monoclonais anti-B220 e para avaliar a ativagdo de células adicionou-se anti-CD69, um
marcador precoce de ativagdo. A cada poco da placa ELISA foram adicionados 25uL das 2
solucdes de marcadores. Apds 20 min de incubacdo no escuro a temperatura ambiente foram
adicionados aos pocos 150uL de tampao FACS procedendo-se a centrifugacao da placa a 15000
rpm durante 7 min descartando-se posteriormente o sobrenadante contendo células mortas e
anticorpos que nao reagiram. Foram adicionados 25uL do fluorocromo PE-Cy5 que liga ao
marcador anti-CD69 e ap6s incubacdo durante 15 min, suspenderam-se as células marcadas em
150uL de tampao FACS, e o contetdo de cada poco foi transferido cuidadosamente para tubos
de citdbmetro, aos quais foram adicionados 600uL de tampao FACS, e feita analise por citometria
de fluxo.

Todo o procedimento foi efetuado em colaboracdo com o Professor Manuel Vilanova no

laboratdrio de imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS).
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Capitulo III - Resultados e Discussao

3.1. EXTRACAO DE CAFEINA

Esta extragdo teve como o objetivo, verificar quais 0s compostos extrataveis utilizando
agua e etanol, dois solventes polares, misturados numa proporcéo de 1:1. Sabendo de antemao
que a cafeina € um dos compostos passiveis de serem extraidos nestas condicdes, 0 objetivo
passou também por verificar se a cafeina seria extraida com um grau de pureza assinalavel e,
em caso de isso ndo acontecer, quais 0s demais compostos que poderiam ser extraidos através
deste método.

O rendimento, em termos de massa extraida, foi de 4,71% (m/m). Este extrato foi

posteriormente analisado quanto a sua composicdo em termos de cafeina e agucares.
3.1.1. QUANTIFICACAO DE CAFEINA

O extrato obtido por extracdo EtOH/agua, foi analisado por HPLC de modo a quantificar
a cafeina extraida do residuo de café. A quantificacdo de cafeina por HPLC indica que foi
extraida alguma cafeina (0,08249) tendo sido obtido um rendimento de 0,038% (m/m). Tendo
em conta que a literatura reporta uma quantidade de cafeina presente no residuo de café
correspondente a 0,0225%*3 da sua massa, podemos afirmar que as condicbes de extraco
utilizadas sdo adequadas para extrair toda a cafeina “disponivel” no residuo de café. Apesar da
impureza do extrato obtido, a completa extracdo da cafeina do residuo de café é bastante
importante, pois tendo em conta que a utilizagdo do mesmo como fertilizante é um método muito
utilizado por agricultores, permite debelar a ecotoxicidade associada ao residuo de café que a
cafeina lhe confere?. Segundo a literatura, parte da cafeina presente no residuo encontra-se
dentro dos vacuolos das células do grdo de cafe, formando complexos com acidos
clorogénicos.’* Esta formagdo de complexos entre a cafeina e os &cidos clorogénicos associada

a localizacdo dos mesmos pode dificultar a extracdo da cafeina do residuo de café.
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3.1.2. QUANTIFICACAO DE ACUCARES NO EXTRATO E SUA COMPOSICAO

Apbds uma analise de quantificacdo de agucares ao extrato obtido por extracdo
EtOH/agua, foi possivel verificar que 7,64% (m/m) do extrato extraido utilizando uma solucéo
EtOH/agua, corresponde a aguUcares.

Como podemos verificar na figura 10, os residuos de monossacarideos mais abundantes,
de entre 0s que se encontram no extrato, sdo a arabinose (26,3%), a manose (5,4%), a galactose
(50,1%), a glucose (10,4%) e a fucose (5,3%). Este perfil de aglcares mostra que nas condicdes
de extracdo utilizadas (50% de EtOH) existem arabinogalactanas que se dissolvem, o que nao é
anormal dado que existem arabinanas que séo soltveis em solugdes com uma percentagem de
etanol muito superior,” dado que os polissacarideos do residuo de café sio pouco solveis e as

condicdes de extracdo ndo foram extremas o suficiente extrair polissacarideos.
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Figura 10: Abundancia relativa (% molar) de agucares no extrato obtido por extragdo EtOH/H20 (1:1)

3.2. OLEO DE CAFE

De acordo com a literatura, o 6leo de café corresponde a aproximadamente 15% (m/m)*

da composicao do residuo de café. Procedeu-se a um estudo de otimizacdo da extracdo deste
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6leo com base no método de Soxhlet. Foi escolhido 0 método de Soxhlet por ser um método ja
bastante utilizado a nivel industrial na extracdo de 6leos de diversas matrizes vegetais e com
processos ja bastante otimizados sendo um método de relativo baixo custo e alta eficiéncia.*® O
desafio passa pela adaptacéo e otimizacdo deste método para um novo substrato, neste caso o
residuo de café.

Foram efetuados testes para determinar quais as condic¢des ideais de extracdo do 6leo de
café utilizando o método de Soxhlet. Foram efetuados testes para aferir qual o tempo minimo
necessario para extrair a totalidade, ou quase totalidade do 6leo do residuo de café, sabendo que
0 6leo de café corresponde a aproximadamente 15% da massa do residuo de café.'®

Como é possivel verificar pela analise a tabela 3, foram efetuadas extragdes Soxhlet com
3 tempos de extracdo (1h, 2h e 4h). Os resultados obtidos indicam que a quantidade extraida em
2h é semelhante a quantidade extraida em 4h, e semelhante a quantidade de 6leo presente no
residuo de café. Consideramos portanto que uma extracdo de 2h utilizando o método de Soxhlet

é o suficiente para a extracdo da totalidade do 6leo de café.

Tabela 3: Percentagens de extracdo de 6leo de café do residuo de café utilizando diferente tempos de extracéo (1h, 2h e 4h) e
diferentes tamanhos de particulas do residuo de café (p6 e pastilhas).

Tempo de extragdo/Rendimento
Amostra 1h 2h 4h
Res. Himido  7,4+0,36% 15,88+0,83% 15,03 +0,36%
Res. seco - 12,84 + 0,12% -
2h (pastilhas) - 14,37 £ 0,28% -

Foi ainda testado se a percentagem de humidade do residuo de café tem algum impacto
no rendimento de extracdo do 6leo de café. Foi calculada uma percentagem de humidade inicial
do residuo de 61,4% (residuo humido). Depois de se proceder a secagem de uma por¢édo de
residuo de café na estufa durante 5h, 0 mesmo ainda apresentava uma percentagem de humidade
de 8%, sendo daqui em diante utilizada a nomenclatura de residuo seco para este residuo com
8% de humidade. Foi possivel constatar que numa extracdo utilizando residuo de café humido
verifica-se um rendimento de extracdo um pouco superior quando comparado com o residuo

seco. Isto, muito provavelmente deve-se ao facto das particulas de residuo de café, devido a
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presenca da &gua, estejam mais dispersas entre si, permitindo uma passagem muito mais
uniforme do solvente pela matriz do residuo de café devido a existéncia de um maior espago
intersticial entre particulas de residuo. Utilizando residuo seco as particulas vao estar mais
compactas entre elas e o solvente tem mais dificuldade em passar pelo residuo, criando canais
preferenciais de passagem de solvente em zonas de menor compactacdo do residuo. Esses canais
preferenciais serdo constantemente utilizados como local de passagem do solvente devido a
menor resisténcia a sua passagem nesses locais. fazendo com que o residuo ndo seja
uniformemente embebido pelo solvente durante a extracdo e consequentemente diminuindo a
quantidade de 6leo extraido.

A utilizag&o de residuo de café humido, e tendo em consideracéo o facto de o volume do
cartucho de Soxhlet utilizado ser fixo, implica que mais de metade da massa do residuo colocado
no cartucho corresponde a massa de agua. Temos entdo que, considerando um volume arbitrario
fixo, em termos de base seca, utilizando residuo com uma percentagem de humidade de 61,4%
implica uma massa, apenas de residuo, muito inferior a massa de residuo seco no mesmo
cartucho. Concretamente, temos que utilizando 509 de residuo seco é possivel extrair ~6g de
6leo enquanto as mesmas 50g de residuo humido permite extrair apenas 3,07g de 6leo. Torna-
se portanto mais vantajoso utilizar residuo seco nas extragdes pois apesar do rendimento ser um
pouco baixo do que se verifica quando é usado residuo humido, tendo em conta que a capacidade
do cartucho ¢ fixa, € possivel extrair uma maior quantidade de dleo utilizando residuo seco. Por
outro lado poderiamos aumentar a quantidade de 6leo extraido prolongando a extracdo por mais
tempo, de modo a obter rendimentos semelhantes aos verificados com a utilizacdo de residuo
hamido.

Na tentativa de ultrapassar o fendmeno de agregacao de particulas de residuo de café no
sistema de Soxhlet verificado a nivel industrial aquando da utilizacdo de material com particulas
finas,*® como é o caso do residuo de café, decidimos transformar o residuo de café seco (8% de
humidade) em pastilnas com o auxilio de uma prensa manual (Figura 11), transformando o
residuo de café num material relativamente resistente a extragdo Soxhlet e tornando a diferenga
entre tamanho das particulas de residuo de café mais baixa por aglomeracéo das particulas de
café em pastilhas de dimensdes idénticas.** As pastilhas apresentavam uma massa de 1,0 -1,3g

e o residuo de café utilizado para fazer as pastilhas tinha uma percentagem de humidade de 8%
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(m/m). Esta percentagem de humidade é importante para permitir que o residuo de café se
mantenha agregado, e por sua vez as pastilhas tenham a consisténcia necessaria para suportar

uma extracdo Soxhlet.

Figura 11: Pastilhas de residuo de café feitas utilizando uma prensa manual no interior de uma montagem Soxhlet.

Foi efetuada uma extracdo de 2h, tempo anteriormente tido como o mais adequado para
a extracdo, tendo em conta a premissa de minimizagdo do custo do processo para 0 minimo
indispensavel sem afetar a sua eficécia.

Os resultados indicam que em termos de quantidade de 6leo extraida ndo existe grande
diferenga entre residuo normal sem estar sob a forma de pastilhas e o residuo em forma de
pastilhas. O rendimento é um pouco inferior no caso das pastilhas de café (14,37% + 0,28) por
comparacdo com a utilizacdo de residuo himido (15,88 + 0,83%), mas em termos de
rentabilidade do processo, um possivel aumento do tempo de extracdo, de maneira a extrair mais

1% (m/m) de 6leo do residuo de café, na préatica, ndo se justifica.
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Comparando os rendimentos da extragcdo usando residuo de café seco em pastilhas e sem
ser em pastilhas, verificamos que o rendimento da extracdo utilizando pastilhas é um pouco
superior ao rendimento da extracdo utilizando residuo seco sem ser em pastilhas (12,84 +
0,12%). A razdo para este aumento de rendimento passa pelo facto de o residuo de café se
encontrar mais compacto do que nos ensaios anteriores, deve-se a0 maior espago existente para
o0 solvente, fazendo com que as pastilhas, apesar de mais compactas, estejam continuamente em
contacto com o solvente durante o tempo de extracdo, ndo havendo assim a criacdo de canais
preferenciais de passagem de solvente como se verificava utilizando residuo seco. No final da
extracdo, apesar de todas as pastilhas estarem intactas, elas eram muito mais frageis ao toque
havendo algum desgaste nas bordas das mesmas. Este facto indica que o solvente penetrou nas
pastilhas por estar em contacto continuo com as mesmas durante todo o periodo de extragéo,
contrariando assim a possivel dificuldade de penetracdo do solvente no residuo devido ao
aumento da compactagdo do mesmo.

De ressalvar que neste trabalho as pastilhas foram feitas com uma pequena prensa
manual, mas a nivel industrial as prensas utilizadas sdo muito mais eficientes, aplicando uma
pressdo muito superior, o que implica em teoria, que a resisténcia e coesdo das pastilhas
produzidas por prensas industriais seriam muito superiores ao verificado nos testes efetuados
laboratorialmente. Seria ainda assim necesséario efetuar um estudo utilizando pastilhas
produzidas a nivel industrial para verificar se, aumentando ainda mais a coesao das pastilhas, 0s

rendimentos de extracdo seriam afetados.
3.2.1. CoOMPOSICAO DOS OLEOS DE CAFE

Tendo em conta que os TAG sdo os compostos maioritarios, foi feito um estudo a
composicdo de TAG do 6leo extraido para tentar perceber se tempos de extracdo diferentes
implicam uma composic¢do em termos de TAG diferente no dleo de cafe.

A analise a composicdo do dleo extraido em termos de TAG foi feita tendo em conta 0s
existentes em maior abundancia nas amostras analisadas (C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2) (Figura
12).
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Figura 12: Abundancia relativa (Yomolar) de TAG do 6leo de café obtido por diferentes condigdes de extracdo (1h e
2h com o residuo himido e 2h com o residuo em pastilhas).

Numa andlise preliminar, € possivel verificar que em termos de composicao dos 6leos
extraidos existem algumas diferencas, embora o perfil de TAG seja muito semelhante
independentemente do tempo de extracdo e da transformacao do residuo de café em pastilhas,
sendo a variacdo de maior relevo ao nivel da percentagem de C18:2. Na extracdo em que foi
utilizado residuo de café em pastilhas, o 6leo resultante apresenta uma maior percentagem de
C18:2 (&cido linoleico) e uma menor percentagem de C16:0 (&cido palmitico) em relacdo as
extragdes com o residuo em p6. Tendo em conta que o &cido linoleico é bastante importante
para 0 organismo por entrar na biossintese de prostaglandinas,?® o facto de ser extraido em
maiores quantidades quando séo utilizadas pastilhas de residuo de café da origem a um 6leo de

café com maior potencial comercial.
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Tabela 4: Analise comparativa da abundancia relativa de TAG entre este trabalho e trabalhos anteriores utilizando o
mesmo método utilizado neste trabalho e utilizando outros métodos de extragdo do 6leo de café. 387

FAME
Método de extragdo C16:0 (%) C18:0(%) C18:1(%) C18:2 (%)
de Melo et al SCE 37,48 6,02 9,53 44,52
de Melo et al Soxhlet (n-hexano) 37,37 7,07 8,63 44,67
Calligaris S. et al CHCI3/MetOH 34,30 6,50 8,50 46,10
Este trabalho Soxhlet (n-hexano) 35,40 7,60 10,10 46,90

Foi efetuado ainda um estudo comparativo da composicdo de TAG dos 6leos obtidos por
diferentes métodos de extracdo (tabela 4), sendo possivel verificar que, tendo em conta os TAG
maioritarios (C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2), a composi¢do dos 6leos é muito semelhante
independentemente do método de extracdo utilizado, o que indica que nenhum dos métodos

analisados na literatura tem uma especificidade maior ou menor para um TAG especifico.
3.3. EXTRACAO DE MATERIAL DE ALTO PESO MOLECULAR (HMWM)

Foram efetuados varios testes de otimizacdo da extracdo de material de alto peso
molecular (HMWM), sendo o maior enfoque dado aos polissacarideos passiveis de serem
extraidos pelo seu potencial como moléculas bioativas. Foram efetuadas extrac@es utilizando
dois métodos de extracdo: extracdes alcalina com diferentes solventes alcalinos (NaOH e KOH)
a diferentes condicdes de temperatura (80°C e T. amb) e extra¢6es utilizando um solvente acido
(solucdo de acido acético) em diferentes concentragdes (0,1M, 0,2M e 0,5M) e com o auxilio de
micro-ondas (MW).

3.3.1. EXTRACOES SEQUENCIAIS ALCALINAS (KOH)

Os resultados obtidos nas extracdes sequenciais indicam-nos que a primeira extracao
alcalina € a mais eficaz, apresentando um rendimento de extragdo de HMWM de 12,17%. A
medida que continuamos a extrair HMWM do residuo com continuas extracdes sequenciais sob

as mesmas condicOes, o rendimento de extracdo vai sendo cada vez menor, como podemos
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verificar na tabela 5, onde a segunda e terceira extraces apresentaram um rendimento de 8,32%
(m/m) e 7,16% (m/m) respetivamente. O decréscimo de rendimento verificado de extracdo em
extracao deve-se ao facto de a medida que o HMWM vai sendo extraido, o residuo remanescente
vai ficando empobrecido de HMWM o que significa menos HMWM para extrair, logo, o
rendimento vai sendo constantemente menor. Além disso, 0o HMWM que fica no residuo apos
cada extracdo € material de mais dificil extracdo, como galactomananas e a celulose que
necessitam de condicdes de extragdo mais rigorosas.®® Contabilizando a totalidade das extracdes
efetuadas, foi possivel extrair 27,65% (m/m) de HMWM do residuo de cafe.

Tabela 5: Rendimentos de extracéo obtidos na extracdo sequencial em meio alcalino utilizando KOH tendo em conta o material
precipitado e os agucares presentes nesse material.

% de precipitado % de pureza do estrato % de acUcares extraidos
P1KOH 12,17 19,45+ 0,16 2,37
P2KOH 8,32 41,51 +0,28 3,46
P3KOH 7,16 23,33+ 0,06 1,67
TOTAL 27,65 - 6,68

3.3.1.1. PUREZA E COMPOSICAO DOS EXTRATOS PPETOH EM TERMOS DE

POLISSACARIDEOS

Analisando a pureza do extrato, verificamos que estamos na presenga de extratos
bastante impuros, pois a percentagem de polissacarideos presentes no extrato € de 19,45 + 0,16
% (m/m) para o PAKOH, 41,51 + 0,28% para 0 P2KOH e 23,33 + 0,06% para 0 P3KOH.

O baixo grau de pureza do extrato PILKOH deve-se ao facto de, como a extracdo
utilizando solventes alcalinos ndo é especifica apenas para extracdo de polissacarideos, mas sim
para todo o HMWM presente no residuo (polissacarideos, proteinas, e compostos castanhos),
existe no extrato uma panolia de compostos que foram extraidos nas condicbes de extracdo
utilizadas. Na segunda extracdo, como uma grande parte de HMWM mais sollvel que os

polissacarideos foi previamente extraido, existe uma maior percentagem de polissacarideos do
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que de outro HMWM, levando a um aumento de pureza do primeiro extrato (P1LKOH) para o
segundo (P2KOH). Ja na terceira extracdo, 0 mesmo ndo se verifica, pois a percentagem de
polissacarideos no extrato obtido (P3KOH) € menor do que a verificada em P2KOH. Neste caso
0 que podera estar a acontecer € que os polissacarideos que permaneceram no residuo
remanescente da segunda extracdo sdo de extragdo mais dificil, logo, a quantidade de
polissacarideos extraidos & mais baixa por comparacdo com a quantidade de outras
macromoléculas extraidas. A pureza do extrato da terceira extracdo em termos de
polissacarideos passa assim a ser mais baixa do que o0 que seria esperado a partida.

Tendo em conta o objetivo primério, que seria a extracdo de polissacarideos, o
rendimento de extracdo global obtido ao cabo de 3 extra¢fes sequenciais é relativamente baixo
(6,68%), considerando a quantidade de acgUcares presente no residuo de café (65,9% (m/m))
indicando que a utilizacdo de KOH como agente alcalino nas condic¢des de extracdo utilizadas,
ndo sera uma opc¢ao muito vidvel. Simdes et al utiliza nas suas extracfes concentracdes de agente
alcalino de 4M & temperatura ambiente, condi¢des de alcalinidade bem superiores as utilizadas
neste trabalho. Mesmo com uma temperatura elevada, tentando assim minimizar o efeito da
diminuicdo da concentracdo de KOH utilizado na extracdo, ndo foram obtidos resultados
significativos de rendimento de extracdo. As condicdes de extracdo utilizadas neste trabalho,
ndo sdo drasticas o suficiente para extrair grandes quantidades de HMWM.

Em termos de composicdo dos extratos obtidos através da extracdo alcalina sequencial é
possivel verificar que nas primeiras 2 extracfes temos uma composicdo de aglcares no extrato
muito semelhante entre elas considerando os acUcares maioritarios presentes na amostra

(arabinose (Ara), manose (Man), galactose (Gal) e Glucose (Glc)) (Figura 13).
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Figura 13: Abundancia relativa (% molar) de agUcares nos diferentes extratos obtidos por extragdo sequencial em meio alcalino
utilizando KOH. (Legenda: arabinose (Ara), manose (Man), galactose (Gal) e Glucose (Glc).)

O perfil de acucares verificado nos extratos das 2 primeiras extracdes indica-nos que 0s
polissacarideos extraidos sdo maioritariamente arabinogalactanas e muito poucas
galactomananas (Man/Gal na 12 e 0,15 e 0,21 na 2%). Os ~3% correspondentes a percentagem de
glucose devem-se a residuos de glucose presentes no terminal redutor da cadeia principal das
galactomananas em ligacdo P(1—4).%" Isto vai de encontro ao esperado, dado que as
arabinogalactanas sdo polissacarideos menos estaveis estruturalmente e portanto, de mais facil
extracdo, ao invés das galactomananas, que sdo polissacarideos mais estaveis e de mais dificil
extracéo.

Na terceira extracdo, verificamos um perfil de residuos de monossacarideos do extrato
bastante diferente do verificado nas primeiras 2 extracdes. Neste extrato temos uma quantidade
de manose bastante superior ao verificado nas 2 primeiras extracfes, a quantidade de galactose
baixa drasticamente e também a arabinose sofre um decréscimo significativo. Isto indica, ao
contrario do que verificamos nas 2 primeiras extracdes, que neste extrato temos uma quantidade
de galactomananas bastante mais significativa e o rcio Man/Gal calculado (1,13) demonstra-
nos isso mesmo, sendo este um racio muito superior ao verificado nas extragdes anteriores.

Pela analise do perfil de agucares dos extratos das extra¢des alcalinas com KOH que as
galactomananas (polissacarideo maioritario do residuo de café) sdo extraidas em baixas

quantidades sob as condicdes de extracdo utilizadas.

41



Valorizacao do residuo de café por extracdo de compostos de interesse

Foi efetuada uma anélise aos residuos remanescentes das extragdes alcalinas utilizando
KOH de modo a fazer uma analise comparativa entre o que € extraido e o que permanece no

residuo (Figura 14).
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Figura 14: Monitorizagdo da abundancia relativa (% molar) de agucares nos residuos intermédios da extragdo sequencial em
meio alcalino utilizando KOH.(Legenda: arabinose (Ara), manose (Man), galactose (Gal) e Glucose (Glc))

A composicao dos residuos intermédios mantem-se relativamente igual & medida que se
efetuam extracdes alcalinas sequenciais. Isto indica que apesar de ao longo das extracfes o
residuo ficar mais pobre em quantidade absoluta de agucares, em todas as extracdes € retirada a
mesma percentagem relativa de cada monossacarideo. Isto indica que s condi¢des de extracdo
utilizadas ndo séo especificas para nenhum polissacarideo. O ligeiro aumento na percentagem
relativa de manose e o ligeiro decréscimo da percentagem relativa de galactose ao longo das
extracOes, revela que apesar de ocorrer uma extracdo relativamente igual em termos de
monossacarideos as arabinogalactanas (maioritariamente compostas por galactose) sao
extraidas em maior quantidade que as galactomananas (maioritariamente compostas por
manose). A percentagem relativa de glucose sofre um pequeno aumento a medida que sdo
efetuadas extracdes alcalinas, o que seria de esperar, dado que a celulose (polimero composto
por monomeros de glucose), € de dificil extragdo por ser uma macromolécula muito estavel e

que portanto, permanece no residuo excedentario apos as extracoes efetuadas.
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3.3.2. EXTRAGCAO SEQUENCIAIS ALCALINAS (NAOH)

Fazendo duas extracBes sequenciais observamos um rendimento global de extracédo
apenas de polissacarideos de 9,17% (tabela 6). S&o rendimentos satisfatorios tendo em conta
que foram efetuadas apenas 2 extracbes utilizando o mesmo residuo sequencialmente, por
oposicdo as 3 extra¢bes sequenciais utilizando o KOH. Verifica-se um rendimento superior na
primeira extracdo em todos 0s casos, 0 que seria de esperar dado que a primeira extracdo é a que
tem um maior impacto, na medida em que quase todo o material de mais facil extracdo € extraido
primeiro, ficando no residuo remanescente material relativamente mais dificil de extrair. Isto
aplica-se quer analisando a extragdo de HMWM (% precipitado) quer analisando a extragéo

apenas de acgucares.

Tabela 6: Rendimentos de extragdo obtidos nas extracdes sequenciais em meio alcalino utilizando NaOH tendo em conta o
material precipitado e os agUcares presentes nesse material.

% precipitado % acucares extraidos

P1NaOH 13,67 £1,16 5,84 +£0,40
P2NaOH 5,18+ 0,14 3,33 +0,09
Total 18,85 9,17

E possivel verificar pela analise comparativa da tabela 5 (rendimentos de extrac&o utilizando
KOH) da tabela 6 que a utilizacdo de NaOH para a extracdo de HMWM, mais particularmente de

polissacarideos, parece ser vantajosa.

3.3.2.1. COMPOSICAO E PUREZA DOS EXTRATOS PPETOH EM TERMOS DE

POLISSACARIDEOS

Analisando o perfil de acUcares obtido para as duas extracfes efetuadas em ambiente
alcalino utilizando uma solucdo de NaOH como solvente (Figura 15), verificamos que existe
uma pequena diferenca entre o perfil de PLNaOH e P2NaOH, sendo de pouca relevancia. O
extrato da primeira extracdo revela um perfil de aglcares muito semelhante ao anteriormente
verificado em P1KOH e caracteristico da presenca, maioritariamente, de arabinogalactanas,
facilmente verificado pela elevada quantidade relativa de galactose por comparacdo com a

manose, 0 que ndo implica que ndo tenham sido extraidas também algumas galactomananas,
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embora numa quantidade muito mais baixa (racio Man/Gal de 0,32). J4 em P2NaOH ja podemos
verificar um pequeno aumento na quantidade de manose e decréscimo na quantidade de
galactose indicativo do decréscimo da quantidade de arabinogalactanas e aumento da quantidade
de galactomananas (racio Man/Gal de 0,59), indicando que neste extrato existe uma mistura
destes dois polissacarideos mas numa percentagem muito mais equilibrada quando comparado
com P1NaOH.
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Figura 15: Média da abundancia relativa (% molar) de agucares nos extratos obtidos por extragdo em meio alcalino utilizando
NaOH. (Legenda: arabinose (Ara), manose (Man), galactose (Gal) e Glucose (Glc))

Verificamos que apesar do aumento de rendimento de extragdo verificado nestas
extragOes por comparacdo com as extracdes com KOH, as condigdes de extracdo ainda ndo séo
suficientemente drésticas para extrair galactomananas em quantidades razoaveis. Sendo as
galactomananas um polissacarideo com atividade imunoestimuladora comprovada quando
acetiladas, seria importante a sua extracdo de modo, tendo em conta o objetivo de valorizagédo
do residuo de café.

Fazendo uma comparacéo entre os rendimentos de extracdo em meio alcalino utilizando
solucBes de KOH e NaOH (Tabela 7), verificamos uma eficacia de extracdo claramente superior
utilizando NaOH como agente alcalino. O rendimento total de extracdo apenas de

polissacarideos (ndo contabilizando outras macromoléculas extraidas) utilizando KOH em 3
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extragOes sequenciais sob as mesmas condic¢des (1h a 80°C) foi de 6,68% enquanto que com
apenas duas extracOes utilizando o NaOH como agente alcalino (12 extragdo de 1h a 80°C e 22
extracdo overnight a temperatura ambiente) foi obtido um rendimento de extracdo de
polissacarideos de 8,86%. Isto mostra que com menos extracdes sequenciais e sendo que numa
delas ndo foi utilizada uma temperatura elevada, a solucdo de NaOH é claramente mais eficaz
na extracdo de polissacarideos do residuo de café.

Tabela 7: Tabela comparativa entre rendimentos de extragdo de aglcares, obtidos utilizando KOH e NaOH como
agente alcalinizantes do meio.

PIKOH P2KOH P3KOH P1NaOH P2NaOH
% de acUcares extraidos 2,37 3,46 1,67 13,67 5,84
Rendimento total (%0) 6,68 9,17

De salientar que ndo existem réplicas para as extracdes KOH, tendo sido apenas
realizada uma extracdo sequencial tripla utilizando o KOH como agente alcalino. J& as extracoes
sequenciais duplas utilizando NaOH como agente alcalino foram efetuadas em triplicado. Isto
pode estar a condicionar os resultados obtidos para os rendimentos da extracdo alcalina
utilizando KOH, portanto a analise comparativa efetuada nédo é definitiva.

Ainda assim, em nenhum dos casos, as condi¢des de extragdo foram suficientemente

drasticas de modo a extrair a maioria dos polissacarideos presentes no residuo de café.
3.3.3. RENDIMENTO DA EXTRAGAO POR MICRO-ONDAS (MW)

Apesar da extracdo com o auxilio de micro-ondas (MW) ter sido feita em duplicado, ao
tratar os dados obtidos foi possivel verificar que 0s mesmos nao poderiam ser tratados como
réplicas do método. E possivel verificar que os valores calculados para a percentagem de
precipitado obtido (% ppEtOH) e de percentagem de material que ficou no sobrenadante da
precipitacdo efetuada (% SnEtOH) sdo bastante discrepantes. A razdo proposta para esta
discrepancia passa, muito provavelmente, pelo facto de o recipiente utilizado para efetuar a
extracdo MW que continha a sonda de monitorizagdo dos pardmetros de temperatura e pressao

(MWB) ndo estar tdo bem isolado como o outro recipiente (MWA), levando a que os dois
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recipientes ndo estivessem sob as mesmas condic¢des de presséo e de temperatura durante a
extracdo. Os dados das extracOes foram entdo analisados individualmente.

A analise aos rendimentos de extracdo foi feita com base em 2 parametros, a
percentagem de extracdo, calculada através da diferenca entre a massa inicial e a massa final de
residuo, e a percentagem de extrato precipitado apo6s precipitacdo em etanol, sendo que a
diferenga entre estes 2 parametros d&-nos também a percentagem de HMWM que néo precipitou
(Tabela 8).

Tabela 8: Rendimentos de extragdo de HMWM utilizando extracdo assistida com radiagdo MW.

m ppEtOH % pureza  m Sn EtOH
% extragdo % ppEtOH % SnEtOH
(9) do extrato @)
MWA 0,5M 49,09 0,5491 8,36 97,57 2,6736 40,72
MWB 0,5M 54,82 0,1287 1,97 80,4 3,4545 52,85

Analisando os dois parametros acima referidos para a extragdo MW A podemos verificar
uma percentagem de extracdo de 49,09% (m/m) correspondente a uma massa de 3,22g extraida
do residuo de café. Apenas 8,36% (0,5491g) desses 49,09% correspondem a HMWM que
precipita em etanol (80% (v/v), o que significa que 40,72% do HMWM permaneceram no
sobrenadante (SnEtOH). Isto é indicativo de que a maior parte do HMWM que é extraido em
MW ndo € passivel de ser precipitado. Este facto pode dever-se a vérios fatores, desde o tamanho
das moléculas extraidas que influenciam a sua solubilidade, o tipo de moléculas extraidas
(polissacarideos, melanoidinas, acidos clorogénicos).

Na extracdo por MW B verificamos uma percentagem de extracdo de 54,82% (m/m)
correspondente a 3,58 g de massa extraida do residuo de café. Apenas 1,97% (0,1287g) desses
54,82% correspondem a HMWM que precipita em etanol (80% (v/v)) e 52,85% corresponde a
material que permaneceu no sobrenadante (SnEtOH).

Partindo do principio que grande parte do material que precipitou corresponde a
polissacarideos, macromoléculas cuja sua grande maioria, dependendo do grau de ramificagédo
e polimerizacéo, precipita quando na presenca de um meio com 80% (v/v) de etanol, foi efetuada
uma analise de aglcares ao precipitado de modo a aferir o grau de pureza e composicao deste

extrato, a partida extremamente rico em polissacarideos.
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Comparando as percentagens de precipitado obtidas nesta extracdo com a anteriormente
descrita nas extracGes alcalinas com NaOH, verificamos que a extragdo MW é bastante mais
eficaz em termos de massa extraida. Sensivelmente metade da massa do residuo de café foi
extraida através deste método, revelando que a utilizagéo de radiacdo de MW é uma metodologia
que apresenta rendimentos bastante superiores comparativamente com a utilizacdo de reagentes

alcalinos.

3.3.3.1. PUREZA E COMPOSICAO DOS EXTRATOS PPETOH EM TERMOS DE

POLISSACARIDEOS

O grau de pureza calculado do extrato de MWA (tabela 9) foi de 97,57 + 0,24%, 0 mais
alto de entre todas as extragdes efetuadas ao longo deste trabalho. Isto indica que, tendo em
conta apenas a extracdo de polissacarideos, temos um rendimento de extracdo muito semelhante
(8,16% (m/m)) ao rendimento obtido com utilizacdo de solventes alcalinos (5,44% (m/m)),
embora uma extracdo utilizando MW seja bastante vantajosa em relacdo a extracao utilizando
solventes alcalinos caso o objetivo final seja extrair apenas polissacarideos do residuo de café,
dado que é possivel obter um extrato com um elevado grau de pureza em polissacarideos
utilizando MW.

No caso da extracdo MW B, analisando a percentagem de aclcares presente no extrato
obtido por precipitacdo em etanol (ppEtOH) verificamos que o extrato tem um grau de pureza
de 80,4 = 7,8%, um grau de pureza relativamente mais baixo do que o verificado na extragdo
MW A, mas mesmo assim, bastante elevado quando comparado com o grau de pureza dos
extratos obtidos por extracbes com solvente alcalino. O rendimento de extracdo apenas de
polissacarideos tambeém é bastante mais baixo do que o verificado na extracdo MW A (1,58%)
0 que nos leva a concluir que condi¢des mais extremas de extragdo com MW d&o origem a um

extrato muito mais puro e em maior quantidade.
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Tabela 9: Rendimentos de extragdo obtidos nas extracdes sequenciais em meio alcalino utilizando NaOH tendo em conta o
material precipitado e os agucares presentes nesse material.

% precipitado  Pureza daamostra % acUcares extraidos
ppMW A 8,36 97,57 £ 0,24 8,16
ppMW B 1,97 80,4+78 1,58

Fazendo uma analise comparativa entre o ppEtOH B e o ppEtOH A podemos verificar,
que neste caso temos uma quantidade de galactomananas ligeiramente inferior como podemos
ver pela diminuicdo do racio man/gal, mas principalmente pela diminuicdo da percentagem de
manose em cerca de 10% e pelo ligeiro aumento da percentagem de arabinose. Este facto
também € explicado pelo facto de na extracdo MW B as condicGes de extracdo ndo serem tdo
extremas como as condicdes de extragdo MW A, pois sabendo que as galactomananas sao de
extracdo mais dificil do que as arabinogalactanas, condi¢fes mais extremas sao necessarias para
a extracdo eficaz das mesmas.

Quanto a abundancia relativa de acUcares no extrato, temos perfis relativamente

semelhantes aos verificados nas 2 primeiras extragdes com KOH (Figura 16).
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Figura 16: Abundancia relativa (% molar) de agUcares dos extrato obtidos por extracdo assistida com radiagdo MW e respetivos
residuos remanescentes. (Legenda: arabinose (Ara), manose (Man), galactose (Gal) e Glucose (Glc)).

48



Universidade de Aveiro ﬁ

Os perfis sdo tipicos da presenca de uma maior quantidade de arabinogalactanas do que
de galactomananas (racio Man/Gal de 0,46) embora neste caso, a percentagem de
galactomananas no extrato pareca ser superior ao fim de uma extracdo MW do que a verificada
nas primeiras 2 extragdes com KOH, o que indica que uma extracdo com o auxilio de MW
parece ser um método mais eficaz na extragdo de galactomananas do que utilizando solventes
alcalinos. Quanto ao perfil de agucares do ppEtOH B, mais uma vez estamos na presenca de um
perfil é tipico de arabinogalactanas com algumas galactomananas (racio Man/Gal de 0,34).

Analisando os residuos de café remanescentes das extracdes utilizando MW verificamos
que realmente foram extraidos bastantes polissacarideos. O aumento drastico da quantidade de
residuos de glucose no residuo mostra que a proporgdo relativa de celulose em relacdo as
arabinogalactanas e galactomananas aumentou bastante. As baixas quantidades de arabinose e
de galactose nos residuos remanescentes indicam que as arabinogalactanas sdo extraidas na sua
quase totalidade enquanto que algumas galactomananas, como podemos ver pelas quantidades
de manose, e a celulose permanecem no residuo por serem de extracdo mais dificil,
principalmente no caso da celulose. Os elevados valores de glucose verificados sdo indicativos
da extracdo da grande maioria dos polissacarideos do residuo de café, particularmente as
arabinogalactanas (extraidas quase na totalidade).

Como é possivel verificar pela anélise aos rendimentos de extragdo e percentagem de
precipitado obtido, torna-se claro que uma grande percentagem de HMWM foi extraida mas nao
é passivel de ser precipitada numa solucdo de 80%. Foi efetuada uma tentativa de precipitacéo
com 90% de etanol em solucdo, mas em vao, pois nao ocorreu qualquer tipo de precipitacdo de
material. Isto indica que o sobrenadante é composto por compostos bastante sollveis e em
grande quantidade.

Tornou-se entdo necessario analisar o sobrenadante da precipitacdo em etanol (SnEtOH)
de modo a aferir que tipo de HMWM ficou em solucdo. Para isso foi utilizada uma coluna de
exclusdo molecular para tentar separar 0s compostos presentes em solucdo de acordo com a sua
gama de tamanhos.

Atraves da calibracdo da coluna de exclusdo observou-se que o volume de exclusdo
(volume no qual os compostos de tamanho superior sdo eluidos ndo entrando na coluna) vai até

aproximadamente aos 27mL de eluicdo. O volume de inclusdo (volume no qual os compostos
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de tamanhos inferiores sdo eluidos da coluna) vai até 60mL de elui¢do. A recolha do SnEtOH
MWSB eluido na coluna de exclusdo molecular foi efetuada tendo em conta que, pela calibragéo
anteriormente efetuada, sabiamos que s iriam eluir compostos de interesse a partir dos 20mL
de eluicdo. Nas eluicdes efetuadas foi utilizado o sobrenadante resultante da precipitacdo
efetuada ao sobrenadante da extragcdo de MW B (SnEtOH MWB) por ter sido a extracéo na qual
conseguimos precipitar menos material, e este seria portanto um sobrenadante bastante rico em
HMWM soluvel.

Como podemos verificar pelo grafico de absorvancia a 405nm (castanhos) 280nm
(compostos fenolicos) e 325nm (caracteristico dos acidos clorogénicos), com base no tamanho,
foram identificados 3 grupos distintos de moléculas (F1, F2, F3) (Figura 18). A fracdo F1 eluiu
entre 0s 22mL e os 28mL (volume de exclusdo) pelo que podemos dizer que € uma fracdo
composta por moléculas com um peso molecular superior por comparacdo com F2 e F3. As
fragdes F2 e F3 eluiram entre os 32 — 52mL e 56 — 76mL respetivamente (volume de incluséo)
indicando que sdo fragcBes compostas por moléculas de peso molecular inferior e que entraram
na coluna. F1 e F2 apresentam um pico de absorvancia a 405nm, comprimento de onda a que as
melanoidinas tipicamente absorvem radiacdo, o que indica que estas fracdes provavelmente
contém, entre outros compostos, melanoidinas com pesos moleculares distintos na sua
composic¢do. Os picos a 280nm (comprimento de onda a que os compostos fendlicos tipicamente
absorvem a radiacdo) e 325nm (comprimento de onda caracteristico da presenca de acido
clorogénicos) verificados em F1 e F2 sdo indicativos da presenca de &cidos clorogénicos na sua
constitui¢do, sendo que estes compostos que podem entrar na constituicdo das melanoidinas. A
fracdo F3, devido ao pico de absorvancia a 280nm e ao pico a 325nm, é composta
maioritariamente por acidos clorogénicos, compostos fenolicos caracteristicos do residuo de
café e com um peso molecular mais baixo do que macromoléculas como as melanoidinas e 0s

polissacarideos.
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Figura 17: Analise espetrofotométrica (280nm, 325nm e 405nm) e de condutividade das aliquotas recolhida ap6s elui¢do do
SnEtOH da extragdo MW B, na coluna de exclusdo molecular. “Ve” significa volume de exclusdo e “Vi” significa volume de

incluséo.

Tendo em conta que esta analise é feita ao sobrenadante da precipitacdo em etanol
efetuada, é seguro afirmar que estamos na presenca de uma solucdo de moléculas bastante
soluveis, e portanto, provavelmente ndo correspondem a polissacarideos de cadeia longa e muito
ramificados, mas sim, oligossacarideos de tamanho intermédio/baixo e com uma baixo grau de
ramificacao.

Pelo perfil de aglcares verificado para esta amostra (Figura 19), podemaos ver claramente
através das quantidades relativas de arabinose e principalmente de galactose que estamos na
presenca de fragmentos de arabinogalactanas. O racio de Man/Gal de 0,3 indica-nos que também
existem alguns fragmentos de galactomananas em F1, embora numa quantidade bastante

inferior.
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Figura 18: Abundancia relativa (% molar) de aglcares presentes nas fragdes F1 e F2 recolhidas por eluicdo do SnEtOH da
extracdo MW B.

A percentagem de agUcares em F1 é de 14,3 + 2,8%, percentagem muito baixa e que nos
indica a possibilidade de estarmos na presenca de melanoidinas, compostos de alto peso
molecular e com uma estrutura molecular extremamente heterogénea formados através de
reacOes de Maillard a partir dos mais variados tipos de moléculas (polissacarideos, proteinas,
acidos clorogénicos, entre outros). Esta possibilidade ¢ mais forte tendo em conta que a fragao
F1 absorve radiacdo a 405nm, caracteristica das melanoidinas. °

Ja para a fracdo F2, o perfil de acUcares obtidos é bastante diferente do que o verificado
em F1. Em F2 vemos uma contribuicdo muito mais significativa das galactomananas na
quantidade de polissacarideos existentes na fracdo. O racio man/gal é de 1,3, valor bastante
superior ao verificado em F1 e indicativo da presenca em maior quantidade de galactomananas.
Ainda assim, a quantidade de galactose indica-nos que existem arabinogalactanas na

composicao do extrato.
3.3.3.2. ANALISE DA ATIVIDADE IMUNOESTIMULADORA DAS AMOSTRAS

Para avaliar o potencial imunoestimulador dos polissacarideos extraidos por MW em
solucdo de &c.acético foram testadas as amostras F1 e F2 obtidas por eluicdo na coluna de

exclusdo molecular. Foram escolhidas estas amostras por apresentarem um perfil de aglcares
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tipico de arabinogalactanas e galactomananas, respetivamente e por serem amostras
extremamente sol(veis, ndo precipitando em solucdo com 90% de etanol.

Por citometria de fluxo foram analisadas 2 amostras (F1 e F2) e uma diluicdo em 25%
das mesmas (F1 25 e F2 25), e os resultados foram obtidos na forma de citogramas. Na figura
20 estdo representados os citogramas amostras analisadas, através dos quais é possivel distinguir
células B de outras células presentes (eixo das abcissas), e células ativadas de ndo ativadas (eixo
das ordenadas). A percentagem de ativacdo linfocitaria é determinada pela razéo de células B
ativas (2° quadrante) com o namero total de células B (soma do 2° e 4° quadrante). Foi utilizado
o0 meio RPMI como controlo negativo de ativagdo linfocitaria e 0 meio contendo LPS como
controlo positivo (Figura 20).

CD69 9,34%| 86,89% |
RPMI LPS
B220
CD69 10,52% 11,30% 20,76% - 11,38%|
F1(25) | F2 (25) F1 F2
B220

Figura 19: Citogramas obtidos através da analise da atividade imunoestimuladora das amostras F1, F2, F1 (25) e F2
(25) por citometria de fluxo.

Como podemos verificar pelos citogramas obtidos, nenhuma das amostras testadas
revelaram uma ativacdo linfocitéaria relevante. O valor maximo de percentagem de células
linfocitarias B ativadas obtido foi 20,76% para a amostra F1 sem qualquer tipo de diluicéo, valor

este que é apenas sensivelmente o dobro da percentagem de ativacdo obtida para 0 meio RPMI.
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E um valor bastante mais baixo do que seria de esperar, visto que estudos anteriores reportam
para o facto de polissacarideos acetilados apresentarem percentagens de ativacdo bastante
satisfatorias (na ordem dos 80-90% de ativacdo linfocitaria*®). Como foi discutido
anteriormente, estas amostras contém uma percentagem bastante baixa de agucares na sua
composicao, havendo a possibilidade de as melanoidinas serem o principal composto presente
nestas amostras. A percentagem de ativacao verificada neste ensaio pode portanto estar bastante
afetada pelo facto de as amostras serem mais pobres do que seria de esperar em termos de
polissacarideos.

Considerando os resultados negativos de atividade imunoestimuladora, foi estudado o
tamanho das moléculas extraidas. Sabendo que polissacarideos pequenos ndao apresentam as
propriedades bioldgicas que polissacarideos maiores tém, em parte devido a impossibilidade de
polissacarideos pequenos formarem uma estrutura 3D, Foram testadas as 2 amostras de maior
peso molecular obtidas pela coluna de exclusdo molecular (F1 e F2) e também de duas amostras
de sobrenadante de duas extragdes de MW entretanto efetuadas com uma concentracdo de
ac.acético mais baixa (0,1M e 0,2M).

Como podemos verificar pelos dados da tabela 11, os tamanhos observados para as 4
amostras analisadas sdo bastante mais pequenos do que seria de esperar. A fracdo F1 revelou ter
compostos com um maior peso molecular médio (3200 Da), um tamanho relativamente pequeno
comparativamente com o valor obtido por Passos et al para o 1° ciclo de extragdes utilizando
MW (17400 Da).®°® Para F2 o valor de multidiversidade (PD - indicador da
homogeneidade/heterogeneidade dos tamanhos dos compostos presentes na amostra) indica que
existe alguma heterogeneidade de tamanhos das moléculas que compdem F2 (quanto mais
préximo de 1 for o valor calculado para PD mais homogénea é a amostra em termos do tamanho
dos compostos). Ja F1 tem um PD de 1, indicando uma homogeneidade de tamanhos bastante
elevada, mas 0s compostos apresentam um peso molecular bastante baixo (1030 Da).
Analisando ainda os valores obtidos para SnMW (0,1M) e SnMW (0,2M), 3000 Da (PD - 1,6)
e 2600 Da (PD - 1,9) respetivamente, verificamos que uma diminuicdo da concentragdo de
ac.acético ndo se traduz num aumento significativo do peso molecular dos compostos
constituintes. Olhando para estes dados podemos afirmar que as condic¢Oes de extragdo com 0

auxilio de MW utilizadas neste trabalho promoveram uma hidrolise parcial do HMWM extraido,
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reduzindo de sobremaneira o seu tamanho medio e impedindo os polissacarideos presentes nas
amostras de formar uma estrutura 3D estavel®, afetando o seu potencial imunoestimulador.

Tabela 10: Valores do peso molecular médios das moléculas presentes em F1, F2, MW(0,1M) e MW (0,2M) (Mw — peso
molecular médio; Mn — média numérica; PD — fator de multidiversidade)

F1MwW/ F2 MW/ SnMW/Ac.acético ~ SnMW/Ac.
Ac.acético (0,5M)  Ac.acético (0,5M) (0,1M) Acético (0,2M)
Mw (Da) 3200 1030 3000 2600
Mn (Da) 1670 1030 1870 1400
PD (Mw/Mn) 1,9 1 1,6 1,9
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Capitulo IV - Conclusdes

O presente trabalho consistiu na otimizacdo das condigdes de extracdo de 6leo de café e
dos polissacarideos presentes no residuo de café permitindo uma valorizagdo do mesmo.

Foram efetuadas varias extraces do oleo de café a partir do residuo de café utilizando a
metodologia de Soxhlet utilizando n-hexano como solvente extrator, tendo sido obtido um
rendimento méaximo de extracdo para as condi¢des de extracdo de 2h de extracdo utilizando
residuo de café com uma percentagem de humidade de 61,4%, tendo sido obtido um rendimento
de extracdo de 15,88 + 0,88%. A extracao utilizando o residuo de café com uma percentagem
de humidade de 8% sob a forma de pastilhas, revelou-se como sendo a mais vantajosa para
aplicacdo a escala industrial apesar de ndo ser a que obtém um rendimento de extragcdo méaximo
(14,37 + 0,28%). A resisténcia das pastilhas a extracdo com o minimo de degradacdo das
mesmas revela-se um fator de extrema importancia para transpor o fendmeno de agregacao das
particulas do residuo de café sem afetar de sobremaneira os rendimentos de extracdo. A extracdo
aquosa assistida por radiacdo MW é uma técnica bastante promissora para a extragdo deste tipo
de material.

Olhando para os rendimentos de extracdo alcalina, podemos afirmar com grande certeza
gue o uso de NaOH como agente alcalino € mais vantajoso para a extracao de polissacarideos
pois apresentou um rendimento de extracdo global de polissacarideos minima ao cabo de duas
extragOes consecutivas (12 durante 1h a 80°C e 22 “overnight” a temperatura ambiente) de 8,86%
enguanto que utilizando KOH, o rendimento observado ao cabo de 3 extracdes consecutivas (as
3 durante 1h a 80°C) foi de 6,68%. Olhando para a composicao dos extratos obtidos verifica-se
que sdo extraidas maioritariamente arabinogalactanas sendo que quanto mais extracfes se facam
utilizando o mesmo residuo, maior é a quantidade de galactomananas extraidas em relacdo as
arabinogalactanas.

Também utilizando NaOH como agente alcalino verifica-se uma maior extracdo de
arabinogalactanas sendo que a 22 extracdo consecutiva utilizando o mesmo residuo ja revela

uma certa quantidade de galactomananas no extrato obtido.
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A extracdo aquosa assistida por radiacdo MW do residuo de café numa solucéo de &c.
acético teve um rendimento de extracdo bastante superior ao obtido em meio alcalino com
NaOH (8,36%). O aumento da temperatura reacional ndo é o suficiente para compensar a
diminuicdo da concentracdo de reagente alcalino efetuada de modo a tentar baixar as
quantidades de reagentes necessarios ao longo do processo, baixando assim os custos de
extracdo. Sendo a extracdo com utilizagdo de MW um método bastante rapido e ecologicamente
limpo, a potencial aplicacdo deste método a escala industrial é algo que se revela como sendo
bastante viavel.

Foi ainda analisado a constituicdo do sobrenadante remanescente da precipitacdo dos
polissacarideos da extracdo assistida com MW quanto a quantidade de agUcares presentes no
mesmo. Verificou-se, através de uma coluna de exclusdo molecular que existiam duas fracdes
de alto peso molecular (F1 e F2) e um fracdo de menor peso molecular (F3), sendo que F1 e F2
continham acgucares na sua constituicdo, embora em percentagens muito baixas (14,3 + 2,8% e
26,86 = 4,1% em F1 e F2 respetivamente). Os polissacarideos de F1 e F2 revelaram-se
parcialmente acetilados, e portanto passiveis de terem atividade imunoestimuladora, o que nao
se verificou através de testes de ativacdo linfocitaria por citometria de fluxo. A falta de ativacédo
deve-se muito provavelmente pelo relativamente reduzido tamanho dos polissacarideos
extraidos, mais tarde verificado através de uma coluna de permeacdo em gel, indicando que a
presenca de ac. acético no meio reacional, apesar de promover a acetilacdo dos polissacarideos
parece também promover uma hidrélise parcial dos mesmos.

Comparando todos os métodos de extracdo de HMWM podemos afirmar que a extracao
utilizando radiacdo MW foi bastante mais eficaz do que qualquer extracdo alcalina que tenha
sido testada. A reducdo da concentracdo de solucao alcalina (1M), apesar de baixar de extracéo
comparando com uma extracdo com uma solucdo de 4M revelou-se muito pouco eficaz,

particularmente utilizando KOH como reagente alcalino.
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Capitulo V - Propostas de Trabalho

Futuro

O presente trabalho contribuiu para o estudo das condi¢des de extracdo necessérias de
modo obter 6leo de café e polissacarideos com assinalavel rendimento. Embora a otimizacéo da
extracdao do dleo do residuo de café tenha sido feita com assinalavel sucesso, o estudo da sua
constituicdo foi pouco extensivo, pelo que no futuro seria interessante verificar possiveis
alteracbes na composicdo do Oleo de café extraido (principalmente nas quantidades de
compostos diterpénicos) que o método otimizado implica, pois a composic¢do do dleo de café
ird ter influéncia no seu valor final, e consequentemente no valor comercial potencial do residuo
de café.

Tendo em conta que o método mais eficaz e rapido de extracdo de polissacarideos da
matriz do residuo de café foi a utilizacdo de radiacdo MW, seria importante efetuar um estudo
detalhado para otimizacdo das condicBes de extracdo. Um estudo energético associado as
condicBes de extracdo acima mencionadas seria bastante benéfico no sentido em que uma
possivel aplicacdo de um processo deste tipo a escala industrial, requer um estudo econémico

extenso, no qual se insere estudos de consumo energético.
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