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RESUMO

FETSCH, Vanessa T. Obtenciao de extrato de café para aplicacio como antioxidante
natural em linguica toscana. 2021. 113f. Dissertacdo (Mestrado Tecnologia de Alimentos) —
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Medianeira, 2021.

Produtos céarneos sdo altamente suscetiveis a oxidagdo, industrialmente controlada por
antioxidantes sintéticos. Devido ao crescente interesse por alimentos mais saudaveis, a
demanda por alternativas naturais vem aumentando. O café ¢ rico em compostos antioxidantes,
0 que o torna uma possivel opcdo ao uso de antioxidantes sintéticos. Este estudo objetivou
avaliar a eficiéncia de extratos de café como antioxidante natural em lingui¢a toscana.
Inicialmente, avaliou-se o uso da extracdo por agitacdo em shaker e assistida por ultrassom
(banho e sonda indireta) em diferentes temperaturas (30 a 80 °C) empregando-se agua e solugao
etandlica 30% como solvente. Maiores valores de atividade antioxidante foram obtidos em
banho ultrassom a 70 °C com solugdo etandlica 30% (p < 0,05). Posteriormente, foi empregado
um Delineamento Composto Central Rotacional 2* com as variaveis independentes: (x1) tempo
de extragdo (1,6 a 18,4 min); (x2) propor¢ao etanol/agua (21,6 a 38,4% de etanol); e (x3) razao
amostra/solvente (g ml™') (1,6/100 a 18,4/100). Os ensaios foram conduzidos em um banho
ultrassom na temperatura de 70 °C. As variaveis respostas estudadas foram teores de compostos
escuros, acidos clorogénicos, acido cafeoilquinico e cafeina, atividade redutora e atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS+e. Com excecdo do DPPH, foram obtidos modelos
validos (p < 0,05), com coeficiente de determinacdo > 0,751. Verificou-se que um maior teor
de bioativos e uma maior atividade antioxidante, podem ser obtidos na regido do ponto central
com otimizacdo das respostas nas condi¢des de 14,2 min, proporcao de etanol/dgua de 34,2% e
razdo amostra/solvente (g ml!) de 5,8/100. Utilizando pardmetros do ponto central e
otimizados, caracterizou-se amostras Coffea canephora e Coffea arabica (verde e torra média),
a fim de avaliar quais apresentavam extratos com maiores teores de bioativos e capacidade
antioxidante. Os extratos com maior atividade antioxidante, nos parametros utilizados foram os
da espécie Coffea canephora verde e torrado, os quais foram secos em spray dryer e aplicados
a uma formulag¢ado padrdo de linguica toscana em duas concentragdes, 0,32 e 1% e comparados
a uma amostra com antioxidante eritorbato de s6dio. As amostras foram avaliadas quanto a
composicao centesimal e qualidade microbioldgica exigidas pela legislagao. Nos tempos 0, 10,
20 e 30 dias, foram avaliadas medida instrumental de cor, perfil de textura (TPA), formacao de
metamioglobina e oxidagdo lipidica das amostras. Os parametros cor, TPA e formagdo de
metamioglobina, ndo apresentaram alteragdes significativas (p < 0,05) ao longo do tempo para
nenhuma das amostras, enquanto para a formagdo de malonaldeido, s6 houve um aumento
significativo ao final da vida util das amostras, sendo superior para as amostras com 0,32% de
extrato de café. Na avaliacao sensorial de escala hedonica, a amostra com 0,32% de café verde
apresentou uma aceitacdo semelhante ao padrao enquanto as demais foram significativamente
menos aceitas, mas com excecao da amostra com 1% de extrato de café torrado as demais
apresentaram notas acima de 7 em uma escala de 9 pontos. Portanto, o extrato de café¢ ¢ um
Otimo substituto como antioxidante para a lingui¢a toscana e possivelmente para outros
produtos carneos.

Palavras-chave: produto carneo; Coffea canephora; Coffea arabica; delineamento composto
central rotacional; aceitacao Sensorial.



ABSTRACT

FETSCH, Vanessa T. Obtaining coffee extract for application as a natural antioxidant in
Tuscan sausage, 2021. 113f. Project (Master's Degree) - Post-Graduate Program in Food
Technology, Federal Technological University of Parana. Medianeira, 2021.

Meat products are highly susceptible to oxidation, industrially controlled by synthetic
antioxidants. Due to the growing interest of consumers for healthier foods, the demand for
natural alternatives is increasing. Coffee is rich in antioxidant compounds, which makes it a
possible option to use synthetic antioxidants. This study aimed to evaluate the efficiency of
coffee extracts as a natural antioxidant in Tuscan sausage. Initially, the use of extraction by
shaking in a shaker and assisted by ultrasound (bath and indirect probe) at different
temperatures (30 to 80 °C) using water and 30% ethanol solution as solvent was evaluated.
Higher antioxidant activity values were obtained in an ultrasound bath at 70 °C using 30%
ethanol solution (p < 0.05). Subsequently, a Central Composite Rotational Design 2* was used
with the independent variables: (x1) extraction time (1.6 to 18.4 min); (x2) ethanol/water ratio
(21.6 to 38.4% ethanol); and (x3) sample/solvent ratio (g ml™") (1.6/100 to 18.4/100). The tests
were carried out in an ultrasound bath at 70 °C. The response variables studied were the levels
of dark compounds, total phenolics, chlorogenic acids, caffeoylquinic acid and caffeine, in
addition to the antioxidant activity by the DPPH and ABTS++ methods. Except for the DPPH,
valid models (p <0.05) were obtained, with a coefficient of determination > 0.751. It was found
that a higher content of bioactives and, consequently, a higher antioxidant activity, can be
obtained in the central point region with optimization of responses under the conditions of 14.2
min, ethanol/water ratio of 34.2% and ratio sample/solvent (g ml™!) of 5.8/100. Using central
point and optimized parameters, Coffea canephora and Coffea arabica (green and medium
roast) were characterized in order to evaluate which ones presented extracts with higher
contents of bioactives and antioxidant capacity. The extracts with the highest antioxidant
activity, in the parameters used, were the green and roasted Coffea canephora species, which
were dried in a spray dryer and applied to a standard formulation of Tuscan sausage at two
concentrations, 0.32 and 1%, and compared to one sample with sodium erythorbate antioxidant.
These samples were evaluated for approximate composition and microbiological quality
required by law. At times 0, 10, 20 and 30 days, instrumental color measurement, texture profile
analysis (TPA), metmyoglobin formation and lipid oxidation of the samples were evaluated.
The parameters color, TPA and metmyoglobin formation did not show significant changes (p
< 0.05) over time for any of the samples, while for the formation of malonaldehyde, there was
only a significant increase at the end of the shelf life of samples, being superior for the samples
with 0.32% coffee extract. In the sensory evaluation of the hedonic scale, the sample with
0.32% green coffee proved an acceptance like the standard, while the others were significantly
less accepted, but with the exception of the sample with 1% roasted coffee extract, the others
had scores above 7 on a 9-point scale. Finally, coffee extract was found to be a great substitute
as an antioxidant for Tuscan sausage and possibly other meat products.

Keywords: meat product; Coffea canephora; Coffea arabica;, composite central rotational
design; sensory acceptance.
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1 INTRODUCAO

A carne ¢ um alimento tradicional consumido em todo o mundo desde a antiguidade,
seu alto consumo esta relacionado principalmente ao seu grande valor nutritivo, pois fornece
proteinas, gordura, minerais, vitaminas € muitos outros micronutrientes (JIANG; XIONG,
2016).

Carne in natura e produtos a base de carne sao muito suscetiveis a mudangas oxidativas,
sendo o nivel de susceptibilidade dependente da composi¢ao, principalmente do contetido de
gordura, corte, processamento, armazenamento e embalagem (SHAHIDI, 2016). A oxidacao
de lipidios e proteinas ¢ responsavel por uma série de modificagdes indesejadas durante o
armazenamento de carnes, levando a altera¢des do sabor, cor, textura e valor nutricional, além
de levar a formagio de compostos potencialmente toxicos (ESTEVEZ, 2017; ESTEVEZ;
LORENZO, 2019; SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

Diversos métodos foram desenvolvidos para diminuir a taxa de oxidagdo em alimentos,
sendo a adi¢do de antioxidantes considerada um dos mais eficientes. Esses aditivos alimentares
possuem propriedades Unicas que prolongam o prazo de validade dos produtos, sem qualquer
efeito adverso nas suas qualidades sensoriais ou nutricionais (ESTEVEZ; LORENZO, 2019;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Os antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética, sendo que os sintéticos mais
comumente utilizados sdo hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), terc-
butilhidroquinona (TBHQ), eritorbato de sddio e o Propil Galato (PG) (SHAH; BOSCO; MIR,
2014; SHAHIDI, 2016; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

No Brasil, o uso de aditivos com fun¢do antioxidante em produtos cérneos ¢
regulamentado pela legisla¢do, que limita o uso a no maximo 0,01g/ 100g de produto para o
BHT, BHA e PG, os demais antioxidantes como o eritorbato de sddio, por exemplo, ndao
apesentam limite maximo (BRASIL, 2019a).

Embora os antioxidantes sintéticos ja tenham sido amplamente utilizados, a demanda
por antioxidantes naturais ¢ crescente, devido principalmente ao crescente desejo dos
consumidores por alimentos mais naturais, livres de conservantes quimicos e, portanto,
considerados mais sauddveis (PATEIRO et al., 2018; SHAH; BOSCO; MIR, 2014). Com o
objetivo de suprir essa demanda, diversas pesquisas buscando diferentes fontes de antioxidantes
naturais, mais eficientes e viaveis economicamente, vém sendo realizadas. Entre os diversos

extratos vegetais que estao tendo sua atividade antioxidante avaliada em produtos carneos estao,
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por exemplo, sementes de uva, cha verde, casca de pinheiro, alecrim, roma, urtiga, canela
(SHAH; BOSCO; MIR, 2014), folhas de cerejeira, groselha preta (NOWAK et al., 2016),
sementes de guarana (PATEIRO et al., 2018), castanhas, algas marinhas (LORENZO et al.,
2014) e o café, que apesar de possuir a atividade antioxidante reconhecida, ainda tém poucos
estudos que abordam sua aplicacdo como antioxidante em produtos carneos (DILNAWAZ;
KUMAR; BHAT, 2017a; JULLY; TOTO; WERE, 2016; LIN; TOTO; WERE, 2015; NISSEN
etal., 2004; VALENCIA et al., 2008). Tomovi¢ et al., (2017) citam 52 estudos publicados entre
2002 e 2017 sobre a aplicacdo pratica de materiais vegetais, especificamente, em produtos
carneos, mas dentre estes apenas um com extrato de café (NISSEN et al., 2004).

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo e uma rica fonte de antioxidantes
devido a presenca de compostos ativos, como cafeina, acidos clorogénicos (ACGs), acido
nicotinico, trigonelina, cafestol e caveol, sendo a capacidade antioxidante afetada pelas
condi¢des de processamento pos-colheita, secagem, armazenamento, processo de torra (o qual
pode ou néo ser realizado) e moagem, pelo método de extragio (KOMES; BUSIC, 2014) ¢
pela espécie de café, sendo as espécies arabica e canéfora as mais cultivadas. Apesar de extratos
de café apresentarem diferentes composicdes de compostos bioativos, no geral sempre
apresentam-se como potenciais agentes antioxidantes (DUANGIJALI et al., 2016; LIN; TOTO;
WERE, 2015; VIGNOLI et al., 2014).

A metodologia de extragdo para obter os antioxidantes ¢ de grande importancia, pois
afeta a concentragdo e natureza dos compostos bioativos presentes no extrato antioxidante
(LORENZO et al., 2019; YAHYA; ATTAN; WAHAB, 2018). Ha uma variedade de métodos
de extracao que podem ser utilizados, entre os mais comuns estdo extragdao de Soxhlet, extragao
solido-liquido e liquido-liquido, porém esses métodos estdo associados a um maior risco de
degradagdo térmica, maior consumo de solvente e maior tempo de extracdo dos componentes
termolabeis (KUMAR et al., 2015; SHAH; BOSCO; MIR, 2014). Para obter uma extra¢ao com
maior rendimento, menor degradacao dos compostos bioativos € menor custo, outros métodos
de extragdo estdo sendo estudados, dos quais pode-se destacar a extracdo assistida por
ultrassom. Esta técnica apresenta bons resultados com tempo reduzido de extracdo e menor
volume de solvente em relagdo a outros métodos (IRAKLI; CHATZOPOULOU;
EKATERINIADOU, 2018; VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017; WEN et al., 2019).

Entre os solventes utilizados estdo os solventes organicos como etanol, acetona, acetato
de etila, hexano, isopropanol, éter de petroleo e metanol (BRAVO et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2019; PAGE; ARRUDA; FREITAS, 2017; YAHYA; ATTAN; WAHAB, 2018), com

destaque para o etanol, de menor custo, baixo impacto ambiental e que ja foi utilizado com
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sucesso (KIM et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019). O uso de solventes organicos em geral
mostra-se mais eficaz, entretanto apresenta desvantagens, como dificuldade de remocao dos
residuos de solventes dos materiais extraidos, além de problemas relacionados a satde, se ndao
forem removidos completamente, o que torna o uso de d4gua como solvente uma alternativa
mais atraente (KUMAR et al., 2015).

Deste modo, compreendendo que o método de extracdo e o solvente utilizado
influenciam diretamente na composi¢ao do extrato bioativo obtido e tendo em vista que a
aplicacdo industrial de extratos vegetais com efeito antioxidante ainda ¢ distante devido aos
dados limitados sobre os seus efeitos em diferentes produtos carneos, novos estudos siao
necessarios (KUMAR et al., 2015). Além disso, carnes processadas com temperos e ervas ricos
em fendis podem ter sua textura alterada, como foi demonstrado por Cao e Xiong (2015), que
constataram que a adi¢do de 150 pmol g!' de 4acidos clorogénicos influenciou as mudangas
induzidas pela oxidagdo nas propriedades de gelificagdo da proteina miofibrilar, o que justifica
a importancia de estudos correlacionando a verificagao do potencial antioxidante dos materiais

as propriedades sensoriais do produto elaborado (TOMOVIC et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter um extrato de café com alto teor de compostos bioativos e atividade antioxidante,
otimizando as condi¢des de extragdo e aplicar o extrato obtido em linguica Toscana, avaliando
sua eficiéncia como antioxidante natural e aceitagdo sensorial do produto carneo comparado a

acdo de um antioxidante sintético.

2.2 Objetivos Especificos

. Comparar a obtengdo de extratos antioxidantes de café arabica via extragao
assistida por ultrassom e extragdo solido-liquido convencional, avaliando os teores de cafeina,
5-ACQ, clorogénicos totais e compostos escuros (melanoidinas), determina¢do da capacidade
redutora (método de Folin-Ciocalteau) e atividade antioxidante pela atividade doadora de ions

hidrogénio ao radical ABTS+e e atividade antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPHs;

. Avaliar, entre 4gua e uma mistura 70% agua e 30% etanol, qual a melhor op¢ao
como solvente para a obten¢do dos maiores teores dos compostos bioativos mencionados e

maior atividade antioxidante.

. Otimizar o processo de extracdo (tempo de extracdo, solvente e razdo

amostra/solvente), via Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR);

) Caracterizar extratos de café arabica e canéfora, verde e de torra média obtidos
nas condigdes otimizadas quanto a presenca dos principais bioativos antioxidantes;

° Caracterizar diferentes extratos de café arabica e canéfora, verde e de torra
média, obtidos nas condi¢des otimizadas quanto a atividade antioxidante, por meio da analise
do teor de atividade redutora, atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+e e

atividade antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPHe;

o Avaliar a composic¢ao centesimal dos produtos elaborados;
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o Avaliar a estabilidade oxidativa dos produtos adicionados de extrato de café
durante a vida (til do produto por meio das analises das Substincias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS) e formag¢do de metamioglobina;

o Avaliar nos produtos elaborados o efeito dos extratos de café empregados sobre
as caracteristicas de cor e perfil de textura por métodos instrumentais;

. Avaliar a influéncia dos extratos de café na aceitagao sensorial dos atributos cor,
aroma, textura, sabor, aceitacao global dos produtos elaborados empregando o teste de escala
hedonica e intencdo de compra, comparado com uma amostra controle (elaborada com

antioxidante sintético).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carne Suina

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) a carne
suina ¢ a segunda carne de animal mais consumida do mundo. Em 2019 a carne suina respondeu
por 32,49% de toda a proteina animal consumida no mundo, contra 39,31% de aves ¢ 21,41%
da carne bovina (FAO, 2020).

A demanda por carne suina tem aumentado nas ultimas décadas devido a mudancas nos
padrdes de consumo, relacionadas principalmente com o crescimento do poder aquisitivo da
populacdo dos paises em desenvolvimento. Juntamente com as aves, o setor de suinos ¢ o
subsetor pecudrio que mais cresce. A produgao de suinos ¢ global, com excegdo de regides com
reservas culturais e religiosas (FAO, 2019).

A producdo mundial ¢ dominada pela China, que em 2020 produziu 38.000 milhdes de
toneladas, seguida pela Unido Europeia (24.000 milhdes de toneladas) e pelo Estados Unidos
(12.841 milhoes de toneladas), o Brasil ocupa o 4° lugar na lista de producao (ABPA, 2021).

No Brasil a produgdo anual vem aumentando continuamente, chegando a 4,436 milhdes
de toneladas em 2020, quando 77% da produgao foi destinada para o mercado interno e 23%
para o externo, tendo o consumo aumentado de 14,1 kg/ habitante em 2007 para 16,0 kg/
habitante em 2020. O abate de suinos no Brasil ¢ predominante na regido sul, sendo os trés
maiores produtores, Santa Catarina (30,73%), Parana (21,10%) e Rio Grande do Sul (19,08%)
(ABPA, 2021).

A qualidade da carne suina determina o seu sucesso no mercado, a qualidade tecnologica
pode ser determinada por raca, genotipo, manejo de pré-abate, atordoamento e método de abate,
enquanto os atributos de qualidade (teor de gordura, estabilidade oxidativa e uniformidade) sao
afetados pelo genétipo e estratégia de alimentagdo. Outras caracteristicas-chave, como
capacidade de retencdo de 4gua e cor, podem ser definidas por todos esses fatores (KEENAN,
2015). O controle desses fatores durante producao e industrializacao garante a qualidade e atrai
os consumidores, que de acordo com a EMBRAPA (2002) atrelam a percepcao de qualidade a

coloragdo viva, maciez, frescor e odor.
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3.1.1 Composi¢do da Carne Suina

Nao ¢ possivel definir uma composicdo quimica exata para as carnes, ja que fatores
como espécie, raga, sexo, tipo de alimentacao e até o corte ou musculo analisado influenciam
intensamente nessa caracteristica (PEREDA, 2005). A composi¢do de carnes, em geral, ¢ de 60
a 80% de dgua e 15 a 25% de proteina, sendo o restante constituido principalmente por lipidios,
sais minerais, pigmentos e vitaminas (EMBRAPA, 2002).

A carne suina, importante em muitas dietas tradicionais, traz diversos beneficios a
nutricdo humana, pois possui em sua constituicdo alto teor de proteina ¢ de aminoacidos
essenciais. A gordura da carne suina, seja intramuscular ou da camada de gordura, ¢ também
uma alta fonte de energia (FAO, 2019). Segundo dados da ABPA (2021) a maioria da populacao
brasileira j4 reconhece a carne suina como proteina saudavel, devido ao rigoroso controle
sanitario existente atualmente.

Em termos de micronutrientes, a carne suina ¢ uma fonte de minerais, como fosforo,
selénio, sodio, zinco, potassio, cobre, ferro e magnésio, também fornece vitaminas B6, B12,
tiamina, niacina, riboflavina e acido pantoténico, que sao benéficos para o crescimento saudavel
e desenvolvimento em criangas e para as constitui¢cdes de adultos (FAO, 2019).

Além do seu valor nutritivo, a carne tem outros atributos valiosos, como caracteristicas
sensoriais de aparéncia, textura, sabor e odor que sdo atraentes a maioria dos consumidores
(EMBRAPA, 2002). Apesar de seus atributos interessantes, diferentemente de outros paises,
no Brasil a carne suina ¢ consumida principalmente na forma industrializada, dados de 2015
mostraram que 89% da carne suina consumida no Brasil foi na forma industrializada, contra
apenas 11% in natura (ABPA, 2015), dentre os industrializados de carne suina consumidos

pelos brasileiros esta a linguica toscana.

3.1.2 Linguica Toscana

Linguigas frescais estdo entre os produtos de carne processada mais comuns em todo o
mundo (SILVEIRA et al., 2014). O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ)
brasileiro define que, “Entende-se por Lingui¢a o produto carneo industrializado, obtido de

carnes de animais de acougue, adicionados ou nao de tecidos adiposos, ingredientes, embutido
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em envoltdrio natural ou artificial, e submetido ao processo tecnologico adequado” (BRASIL,
2000).

As linguigas sdo classificadas de acordo com a tecnologia de fabricacdo e composicao
da matéria-prima, sendo a linguicga toscana caracterizada como, “produto cru e curado obtido
exclusivamente de carnes suina, adicionada de gordura suina e ingredientes” (BRASIL, 2000).
O RTIQ define ainda os padrdes fisico-quimicos aceitos para as linguicas frescais. Os limites
definidos para os parametros fisico-quimico sdo, maximo de 70% de umidade, maximo de 30%
de gordura, minimo de 12% de proteina e maximo de 0,1% de célcio em base seca (b. s.)
(BRASIL, 2000).

No Brasil os padrdes microbiologicos para alimentos sdo estabelecidos pela Instrugao
Normativa n® 60 e RDC n° 331 (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2019c¢). Os padrdes para a linguiga

toscana sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Padrdes Microbioldgicos para linguica toscana.

Micro-organismo n c m M
Salmonella/25g, 5 1 Auséncia -

Escherichia coli/g, 5 3 10? 10°

Aerdbios mesofilos/g 5 3 10° 10°

m: limite microbioldgico que, em um plano de trés classes, separa unidades amostrais de "Qualidade Aceitavel"
daquelas de "Qualidade Intermediaria" ¢ que, em um plano de duas classes, separa unidades amostrais de
"Qualidade Aceitavel" daquelas de "Qualidade Inaceitavel"; M: limite microbioldgico que, em um plano de trés
classes, separa unidades amostrais de "Qualidade Intermediaria" daquelas de "Qualidade Inaceitavel"; n: o nimero
de unidades amostrais a serem coletadas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente (n); c:
numero de unidades amostrais toleradas com qualidade intermediaria.

Fonte: BRASIL (2019Db).

Linguigas frescais, como a linguica toscana, com alta umidade e grande quantidade de
gordura, possuem uma vida util reduzida, devido ao facil aumento da carga microbiana e
substrato propenso a reacdes de oxidacao (SHAHIDI, 2016; SILVEIRA et al., 2014). No
comércio observa-se produtos com vida Util de até 30 dias conservados em embalagem fechada
entre 4 e 7 °C e 7 dias em embalagem aberta. A gordura constituinte dos embutidos processados
¢ importante porque afeta diretamente a suculéncia do produto. Contudo, esse teor de gordura
esta associado a um maior grau de oxidacgao lipidica durante o armazenamento e a diminuigao
da aceitabilidade dos consumidores devido ao desenvolvimento de ranco (HUGO; HUGO,
2015; WENJIAO et al., 2014). Além da oxidacdo lipidica, durante o armazenamento das
linguicas frescais, também ocorre a oxidacdo de proteinas devido a alta concentracdo das

mesmas (HUGO; HUGO, 2015; THU et al., 2020).
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3.2 Oxidacao Em Carnes

A oxidacdo em alimentos afeta a maioria dos seus componentes, desde os
micronutrientes, como, vitaminas € minerais, até os macronutrientes, carboidratos, lipidios e
proteinas. Como resultado dessas alteracdes, os mais conhecidos sdo, perda de cor, destrui¢ao
de vitaminas, formagdo de sabor e aroma desagradaveis e alteragdes de textura (ARAUJO,
2008; SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

A oxidagdo lipidica, ou o ranco oxidativo, ¢ considerada um dos principais fatores de
deterioragdo da carne e de produtos a base de carne fresca. Provavelmente comega nos musculos
do animal vivo e aumenta apos o abate devido as mudancas no ambiente e a perda da capacidade
antioxidante intrinseca (SHAH; BOSCO; MIR, 2014), quando a agdo antioxidante do tecido
carneo se encontra limitada pelo encerramento do fluxo sanguineo. Assim, os lipidios e as
proteinas tornam-se susceptiveis a agdo dos radicais livres e espécies reativas do oxigénio
(AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018).

O processo de oxidacdo ¢ dependente do acesso a luz e ao oxigénio, & composi¢ao
quimica da carne, a temperatura de armazenamento e aos processos tecnoldgicos, como a
moagem, que prejudica a integridade das membranas musculares e expde as membranas
lipidicas a ions metélicos, o que facilita as interagdes entre os pro-oxidantes e os acidos graxos
insaturados (KIM; CHO; HAN, 2013).

A oxidagdo das proteinas estd relacionada principalmente a perda da cor caracteristica
da carne, produtos a base de carne devem sua cor vermelha a presenca de oximioglobina, que
durante o armazenamento refrigerado, em contato com oxigénio € transformada na

metamioglobina de cor marrom (KIM; CHO; HAN, 2013).

3.2.1 Oxidagdo Lipidica

A oxidacdo em lipidios estd entre as mais frequentes reacdes de deterioracdo em
alimentos, ¢ causada principalmente pelo oxigénio atmosférico, mas também pode ser causada
pelo ozonio, metais, peréxido e outros agentes oxidantes (ARAUJO, 2008).

Reagdes de oxidacdo se dao pela transferéncia de elétrons de um atomo de uma

substancia a outra (ARAUJO, 2008) e podem ocorrer por diferentes vias de reagio: autoxidagdo
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mediada por radicais livres, foto-oxidacao, oxidacdo enzimatica e oxidacao térmica (SHAHIDI,
2016). As reagdes de oxidagdo podem ser influenciadas por diversos fatores, sendo os
principais, composi¢do de acidos graxos, concentracdo de oxigénio, quantidade de acidos
graxos livres, umidade e tratamento térmico (ARAUJO, 2008).

A oxidagao térmica é o processo oxidativo resultante da presenca de oxigénio a altas
temperaturas, como por exemplo, processos de fritura. Devido as altas temperaturas, esse tipo
de oxidagcdo pode ocorrer tanto em gorduras insaturadas quanto nas saturadas, como
consequéncia ha a formagdo de perdxidos, epoxidos, hidroxidos e cetonas (ARAUJO, 2008).

A oxidacao enzimatica ocorre pela a¢ao das lipoxigenases, enzimas que atuam sobre 0s
acidos graxos poli-insaturados, catalisando a adi¢ao de oxigénio a cadeia de carbono insaturada.
Essa reacgdo resulta na formagao de perdxidos e hidroperdxidos com duplas ligagcdes conjugadas
o que pode resultar em diferentes reagdes degradativas (AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018;
ARAUJO, 2008).

A reagdo de foto-oxidagdo ¢ um processo oxidativo dos acidos graxos insaturados
causada pela exposicdo a luz, oxigénio e fotossensibilizadores (mioglobina, riboflavina,
clorofila e outros) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel
e a transferem para o oxigénio tripleto (°02), gerando o estado singleto (!0). O oxigénio
singleto reage com as ligacdes duplas dos acidos graxos insaturados formando hidroperoxidos
diferentes dos que se observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, e que por degradacao
posterior originam aldeidos, 4lcoois e hidrocarbonetos, caracterizando um mecanismo
alternativo independente da formacao de radicais livres (ARAUJO, 2008; SHAHIDI, 2016).

A autoxidagdo, também designada rancidez oxidativa, ¢ a reagdo mais importante, pois
representa o principal mecanismo da oxidagdo lipidica em alimentos, e provoca alteragdes
indesejaveis e irreversiveis. A autoxidagdo (Figura 1) est4 associada a reacao do oxigénio com
os acidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas gerais: inicia¢do, propagacao e terminagao
(PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).

Na etapa de iniciagdo o acido graxo insaturado (RH), em condig¢des favorecidas por luz,
calor ou metais, forma o radical livre (Re) devido a retirada do hidrogénio do carbono alilico na
molécula, o radical livre reage com o oxigénio (O2) formando radicais peroxil (ROQO¢)
(PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011; SHAHIDI, 2016).

No processo de propagacdo, os radicais peroxil reagem com mais acidos graxos
insaturados para formar hidroperoxidos lipidicos (ROOH) e mais radicais livres que
continuardo a reagir com o oxigénio, formando mais hidroperoxidos. Os perdxidos e

hidroperédxidos formados nessa etapa, sdo os chamados produtos primarios da oxidagdo, cuja
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estrutura dependerd da natureza dos d4cidos graxo presentes (PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011; SHAHIDI, 2016). Os peroxidos ndo sd3o importantes do ponto de
vista das alteragdes do alimento, mas sim os seus produtos secundarios, acetonas, aldeidos,
alcoois, acidos e hidrocarbonetos (ARAUJO, 2008).

A etapa de terminacdo ocorre quando os radicais livres comecam a reagir entre si para
produzir espécies nao radicais (ROOR ou RR) (PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011;
SHAHIDI, 2016).

Figura 1 - Mecanismo de autoxidacao.
Iniciagdo: RH > Re+ Hs

R+ + O2 > ROO-
Propagacdo: ROO+ +RH - ROOH + R-
Terminagao: ROO+ + ROO+ - ROOR + O2
ROO- + R+ > ROOR

R+« + R+ 2> RR
Fonte: Adaptado de Perumalla e Hettiarachchy (2011).

Alguns produtos da oxidagdo lipidica, como os malonaldeidos (MDA) e 6xidos de
colesterol, sdo apontados como maléficos a salide do consumidor, sendo relacionados ao
desenvolvimento de doencas como aterosclerose, doengas neurodegenerativas e cancer. Esses
compostos secundarios reagem com a proteina e o DNA, de forma toxica e mutagénica, sendo
0 MDA o produto mais mutagénico da peroxidacao de lipidios (VILLALOBOS-DELGADO et
al., 2019).

Pelo fato do malonaldeido ser um dos produtos mais abundantes do estagio final da
oxidacdo € considerado como um indicador do grau de oxidagdo lipidica e ¢ utilizado para
avaliar o nivel do estresse oxidativo. O principal método utilizado € a reagdo do MDA com o
acido tiobarbittrico (TBA), que forma um complexo colorido que pode ser quantificado por

espectrofotometria (CUNHA et al., 2018; WENJIAO et al., 2014).
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3.2.2  Analise de Oxidagdo Lipidica Através da Avaliagdo das Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbitarico —- TBARS

A avaliagdo do estado de oxidagdo lipidica, ou seja, a medida do ranco, ¢ uma
determinagdo importante para controlar e garantir a qualidade dos alimentos na industria, bem
como um método de controle de qualidade dos produtos comercializados. Ha diversos métodos
para avaliar a estabilidade oxidativa, porém, nenhum se correlaciona de forma completa com
as modificacdes sensoriais produzidas durante as reagdes de oxidagdo, desta forma, cada
método fornece informagdes sobre um estado particular do processo oxidativo (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

O ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) ¢ amplamente
empregado para avaliar a oxidagdo lipidica em alimentos e sistemas fisiologicos, e também
amplamente utilizado para monitorar a eficacia de um antioxidante. Sendo comumente utilizado
para avaliar se a presen¢a de um antioxidante tem um efeito na oxidacao do substrato e também
para comparar a poténcia de diferentes antioxidantes (GHANI et al., 2017).

A analise de TBARS trata-se de um teste baseado na reagdo do acido tiobarbiturico
(TBA) com os produtos de decomposicao dos hidroperéxidos, sendo o malonaldeido um dos
principais produtos. Neste ensaio uma molécula de MDA reage com duas moléculas de TBA
formando um complexo de cor vermelha, o qual pode ser absorvido a 532-535 nanometros
(nm), esta reacdo ocorre em meio acido (pH 1-2) aliada a alta temperatura (100 °C) para melhor
eficiéncia e sensibilidade na reag¢do (Figura 2). Como padrao para a analise quantitativa € usado
normalmente o 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP), o qual liberta malonaldeido, desta forma, os
resultados sdo frequentemente expressos em unidades de absorbéancia por unidade de peso da
amostra ou em “valor TBARS”, definido como o peso em mg de MDA por kg de amostra

(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Figura 2 - Reacdo do teste de avaliacdo das substincias reativas ao acido tiobarbiturico.
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Fonte: Adaptado de Silva, Borges e Ferreira (1999).
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Porém, embora o ensaio de TBA seja sensivel e amplamente utilizado, ele ndo ¢
especifico para o malonaldeido e em condi¢des de alta oxidagdo, o TBA reage com varios
componentes, como compostos volateis, produtos de decomposi¢ao de aldeidos (WENJIAO et

al., 2014).

3.2.3 Oxidacao Proteica

A oxidacdo de proteinas e lipidios se inicia de forma analoga, onde os radicais livres ou
substancias reativas ao oxigénio (ROS) atacam a molécula alvo, iniciando a reacdo em cadeia
de oxidagdo, o que sugere uma interacao entre esses processos (ESTEVEZ, 2011; FALOWO;
FAYEMI; MUCHENIE, 2014; FAUSTMAN et al., 2010).

O mecanismo de oxidacdo de proteinas ¢ andlogo ao lipidico, mas com maior
complexidade de via e maior variedade de produtos. Em uma matriz complexa como a carne,
os vinculos entre a peroxidacdo lipidica e proteica ainda nao sdo claros (SOLADOYE et al.,
2015). A reagdo em cadeia da oxidagdo proteica pode ser iniciada quando uma ROS abstrai um
atomo de hidrogénio da molécula de proteina produzindo um radical centrado no carbono (Ce)
que ¢ convertido na presenca de oxigénio em um radical perdxido de alquil (COO¢). Sua reagao
subsequente com a forma reduzida de ferro (Fe*") ou abstra¢io do atomo de hidrogénio de outra
molécula ou reagdao com a forma produzida do radical superdxido pode facilmente produzir
peroxido de alquila (COOH). Outras rea¢des com o radical peroxil livre (HOz*) ou Fe** podem
levar a formagao do radical alcoxi (CO¢) e seu derivado hidroxila (COH). Na auséncia de
oxigenio, no entanto, dois C* podem reagir entre si para produzir derivados reticulados carbono-
carbono. Além dessas rotas, o peroxido de alquil e os derivados de radicais alquila podem sofrer
reacdo de clivagem por via de diamida ou de amidagdo. Dependendo do alvo e do agente
oxidante, a oxidacdo proteica se propaga e termina de acordo com multiplos mecanismos
(CUNHA et al., 2018; SOLADOYE et al., 2015).

As principais modificagdes causadas pela oxidagdo de proteinas na carne sdo a formagao
de carbonilas de proteinas, perda de grupos sulfidrila e formagao de redes de proteinas que
resultam em alteragdes de cor e textura, perda de qualidade nutricional, incluindo
digestibilidade de aminoécidos e proteinas e perda de funcionalidade das proteinas (CUNHA

et al., 2018).
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A oxidagdo de proteinas tem como uma das consequéncias a conversdo da mioglobina
em metamioglobina. A mioglobina é a proteina heme responsavel pela cor da carne. Esse
pigmento pode existir em trés estados quimicos, mioglobina reduzida, de cor vermelho purpura,
mioglobina oxigenada ou oximioglobina (OxyMb), de coloracdo vermelho brilhante e
mioglobina oxidada ou metamioglobina (MetMb), de coloragao marrom. A oxidac¢ao do 4&tomo
central de ferro no grupo heme ¢ responsavel pela descolora¢dao, uma mudanga do vermelho
OxyMb para o marrom MetMb, quando o ferro heme ferroso oxida para sua forma férrica, o
oxigénio ¢ liberado e substituido por uma molécula de agua (FAUSTMAN et al., 2010). O ferro
liberado atua como catalisador da oxidacao lipidica e, portanto, maiores concentragdes de ferro
e mioglobina costumam estar ligadas a maiores taxas de oxidagdo lipidica, além disso, a
formag¢do de metamioglobina gera produtos intermediarios, como anion superdxido e peroxido
de hidrogénio, o que aumenta a taxa de oxidacdo de 4cidos graxos insaturados (CUNHA et al.,
2018; FAUSTMAN et al., 2010).

Faustman et al. (2010) avaliaram as intera¢des entre mioglobina e oxida¢ao lipidica e
confirmaram a oxidac¢ao simultanea desses compostos durante o mesmo periodo, verificando
uma degradacdo oxidativa acelerada e a perda acentuada da qualidade sensorial, como
descoloragdo e desenvolvimento de sabor estranho. No entanto, esses autores evidenciaram que
a inibicdo da oxidagao lipidica pelo uso de antioxidantes também apresenta efeitos contra a
oxidagdo da mioglobina.

A interrelagdo entre formas de mioglobina, oxidagao lipidica e proteica também foram
avaliadas em carne de coelho (WANG et al., 2018) e em carne suina (ZAREIAN et al., 2019),
onde os autores constataram uma oxidacdo simultanea de mioglobina e lipidios com uma
formagdo progressiva de MetMb, aumento no TBARS e uma diminui¢cdo no indice de

vermelhiddo o que comprova a interrelagdo entre oxidacdes de proteinas e lipidios.

3.3 Antioxidantes

Com o objetivo de melhorar a estabilidade e aumentar a vida util dos alimentos foram
desenvolvidas diversas tecnologias que visam reduzir a oxidacao lipidica e aumentar o prazo
de validade desses produtos, como embalagem a vacuo, atmosfera modificada e uso de
antioxidantes (AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018). Antioxidantes sdo aditivos alimentares

utilizados em produtos carneos com o objetivo de evitar a oxidacdo lipidica, retardar o
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desenvolvimento de aromas e sabores desagraddveis e melhorar a estabilidade da cor (KUMAR
et al., 2015), por meio da eliminagdo de substancias reativas ao oxigénio, melhora das defesas
biologicas antioxidantes ou inibicdo da producdo de ROS (KUMAR et al., 2015;
VILLALOBOS-DELGADO et al., 2019). Além da agdo antioxidante, deseja-se que esses
aditivos sejam baratos, ndo toxicos, eficazes em baixas concentracdes e estaveis durante o
processamento e armazenamento (VILLALOBOS-DELGADO et al., 2019).

A eficacia dos antioxidantes em um determinado produto corresponde a concentracao
necessaria para inibir todas as reagdes em cadeia conduzidas pelo processo de iniciagao.
Enquanto a concentracdo de antioxidantes estiver acima desse limite, o nimero total de radicais
livres ¢ mantido em um nivel baixo constante. O antioxidante ¢ gradualmente esgotado e
quando seu nivel fica abaixo do limiar, os radicais escapam da reagdo com o antioxidante e a
concentracgao de hidroperoxidos aumenta, o que resulta no aumento da concentragdo de radicais,
e as demais moléculas antioxidantes sdo completamente consumidas. Quando todos os
antioxidantes sdo consumidos, os processos oxidativos aceleram e o aumento nos produtos de
oxidacdo secundaria leva a deterioracdo crescente do produto (KUMAR et al., 2015).

Baseado no modo de acgdo, os antioxidantes podem ser classificados em 2 grupos. O
primeiro grupo ¢ o de antioxidantes primdrios, que s3o os que reagem diretamente com 0s
radicais lipidicos e os convertem em produtos relativamente estaveis (Figura 3). O segundo
grupo, chamados antioxidantes secundarios, agem reduzindo a taxa de oxidacao por diferentes
mecanismos de acdo (FALOWO; FAYEMI; MUCHENIJE, 2014; KUMAR et al., 2015;
VILLALOBOS-DELGADO et al., 2019). Em geral, os antioxidantes primarios atuam doando
um atomo de hidrogénio, ja os secundarios podem atuar ligando ions metélicos capazes de
catalisar processos oxidativos, eliminando oxigénio, absorvendo a radiacdo UV, inibindo
enzimas ou decompondo hidroperéxidos (FALOWO; FAYEMI; MUCHENIJE, 2014; KUMAR
et al., 2015).

Figura 3 - Mecanismo de a¢do dos antioxidantes primarios.
ROO+ + AH > ROOH + A+
R++AH > RH + A-
Onde, ROQO+ e Re: radicais livres; AH: antioxidante com um atomo de

hidrogénio ativo e Ae«: radical inerte

Fonte: Adaptado de Perumalla e Hettiarachchy (2011).
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O controle da oxidagdo lipidica em carnes pode ser realizado com a adicdo de
antioxidantes sintéticos ou naturais. Sao chamados sintéticos os antioxidantes que ndo ocorrem
naturalmente, ou seja, sdo produzidos apenas por sintese industrial ou biossintese, por exemplo,
propilgalatos, eritorbato, BHA, BHT ¢ TBHQ (KUMAR et al., 2015; PATEIRO et al., 2018;
SHAH; BOSCO; MIR, 2014; SHAHIDI, 2016; VILLALOBOS-DELGADO et al., 2019).

No Brasil, o uso de aditivos com func¢do antioxidante em produtos carneos ¢
regulamentado pela legislagdo, que limita o uso a no maximo 0,01 g/ 100 g de produto para o
BHT, BHA e PG, os demais antioxidantes como o eritorbato de soddio, por exemplo, ndo
apesentam limite maximo (BRASIL, 2019a).

Antioxidantes sintéticos sdo a solucdo atual mais utilizada para estabilizar o processo
oxidativo e prolongar a vida util de produtos carneos, no entanto, o impacto negativo na satide
pode impor um risco aos consumidores, esse potencial toxicologico dos antioxidantes sintéticos
vem levando ao aumento de pesquisas que visam o desenvolvimento de antioxidantes naturais
derivados de fontes vegetais (CUNHA et al., 2018; FALOWO; FAYEMI; MUCHENIE, 2014;
PATEIRO et al., 2018; SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

A utilizagao de extratos de plantas ou seus derivados em varias aplicagdes de alimentos
e bebidas ¢ uma tendéncia crescente na industria de alimentos, a sele¢do desses extratos e sua
aplicagdo dependem de suas propriedades funcionais, disponibilidade, custo-beneficio e seu
efeito nos atributos sensoriais do produto final (PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).

A crescente popularidade de aditivos alimentares naturais pode levar mais fabricantes
de alimentos a substituir antioxidantes sintéticos por ingredientes que contém compostos
antioxidantes naturais, o que leva ao aumento das pesquisas sobre aditivos naturais. Os
principais compostos antioxidantes de ocorréncia natural sdo flavonoides, acidos fenolicos,
lignanas, terpenos, tocoferois, fosfolipidios e acidos organicos polifuncionais, entre outros
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Compostos polifenodlicos (principalmente flavonoides) demonstram potenciais
propriedades antioxidantes devido ao seu potencial redox, estes compostos agem como
doadores de hidrogénio, agentes redutores, inibidores de oxigénio nascentes e ions metalicos
quelantes em intimeras aplicagdes alimentares. Os flavonoides presentes nos extratos vegetais
encerram as reacoes em cadeia que ocorrem durante a oxidagdo dos triglicerideos nos sistemas
alimentares e, portanto, podem atuar como sequestradores de radicais livres (PAPUC et al.,
2017; PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).

Diversos extratos vegetais estdo tendo sua atividade antioxidante (AA) avaliada em

produtos carneos, por exemplo, sementes de uva, cha verde, casca de pinheiro, alecrim, roma,
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urtiga, canela (SHAH; BOSCO; MIR, 2014), folhas de cerejeira, groselha preta (NOWAK et
al.,2016), sementes de guarand (PATEIRO et al., 2018), castanhas, algas marinhas (LORENZO
etal.,2014) e também o café¢ (DILNAWAZ; KUMAR; BHAT, 2017a; JULLY; TOTO; WERE,
2016; LIN; TOTO; WERE, 2015; NISSEN et al., 2004; VALENCIA et al., 2008). Sendo,
atualmente, o extrato de alecrim o mais comumente utilizado na induastria de carne para
controlar a oxidacdo, isso porque foram os primeiros antioxidantes naturais comercializados
(LIN; TOTO; WERE, 2015).

Pateiro et al. (2018) mostraram que o extrato de semente de guarana ¢ muito eficaz
contra a deterioragdo da cor, oxidacgdo de lipidios e proteinas em hambtrgueres suinos e possui
potencial para ser usado como antioxidante natural.

Nowak et al. (2016) em seus estudos para avaliar a possibilidade de utilizagao de
extratos polifendlicos de folhas de cerejeira e groselha como agentes antimicrobianos naturais
em produtos a base de carne, encontram uma quantidade significativa de acidos fendlicos e
flavonoides nesses extratos, verificando que além de apresentarem atividade antimicrobiana
também reduziram a produ¢ao de malonaldeido, indicando uma atividade antioxidante.

Lorenzo et al. (2014) avaliaram o potencial antioxidante de quatro extratos naturais de
cha, uva, castanha e alga marinha em hamburgueres de carne suina, verificando atividade
antioxidante em todos os extratos, em especial nos extratos de uva e de cha devido ao seu alto
teor de polifendis, estes foram mais eficazes contra a oxidagado lipidica, limitando também a
deterioragdo da cor.

Dilnawaz, Kumar e Bhat (2017b) exploraram a possibilidade de utilizagdo do extrato de
café verde como ingrediente natural para melhorar a estabilidade oxidativa lipidica de carne
reestruturada de carneiro e verificaram a possibilidade do extrato de café verde como um novo
ingrediente natural para melhorar a estabilidade e reduzir a oxidagdo lipidica durante

armazenamento.

3.4 Café

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo, ficando atrds apenas da agua
(ICO, 2017), desempenhando um papel importante na vida das pessoas, sendo seu consumo
motivado principalmente por seu sabor e aroma agradaveis, pelas sensagdes positivas que

produz e por seus efeitos fisiologicos, sendo especialmente reconhecido por causa da presenca
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de cafeina e suas propriedades estimulantes, além de outros compostos bioativos, como acidos
clorogénicos, trigonelina e melanoidinas que sdo geralmente menos conhecidos pelos
consumidores, mas estdo se tornando mais populares a medida que o conhecimento cientifico
os alcanca (FOLMER, et al.,2017).

No Brasil, o café chegou em 1727, trazido pelo Sargento-Mor Francisco e Mello Palheta
da Guiana Francesa, e devido as favoraveis condigdes de solo e clima o cultivo se espalhou para
varios Estados (MAPA, 2017). Atualmente, o Brasil ¢ o maior produtor e exportador (ICO,
2019) e o segundo maior consumidor de café no mundo, ocupando, em 2019, a 11* posi¢ao
entre os produtos mais exportados pelo agronegdcio brasileiro (MAPA, 2017). Atingindo um
consumo per capita de 6,02 kg/ ano de café cru e 4,82 kg/ ano de café torrado e moido (ABIC,
2018).

A producdo ¢ distribuida principalmente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Espirito Santo, Bahia, Rondonia, Parana, Rio de Janeiro, Goids e Mato Grosso (CONAB, 2020).
Essa diversidade de climas, relevos, altitudes e latitudes, permite a producao de variados tipos
de graos, o que possibilita atender as diferentes demandas de paladar e pre¢os dos consumidores
(MAPA, 2017).

As principais espécies cultivadas sdo o arabica (76,8%), com a producdo concentrada
nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo e Bahia, ¢ o canéfora (76,2%), cultivado
principalmente no Espirito Santo, Bahia e Rondonia (CONAB, 2020).

O caf¢ ardbica (Coffea arabica L.) € cultivado em altitudes acima de 800 metros e resulta
em um produto mais fino, com sabor mais intenso e caracteristico e de melhor qualidade,
apresentando assim um maior valor comercial. O café canéfora (Coffea Canephora) € utilizado
principalmente no preparo de cafés soliiveis e em alguns mixes com o arabica, esta espécie
apresenta um sabor unico, ¢ menos acida e possui um maior teor de cafeina e por possuir maior
teor de so6lidos soliiveis ¢ amplamente utilizada na industria de café soluvel, reduzindo o custo
do produto (MARCUCCI et al., 2013; MAPA, 2017).

As etapas de colheita, secagem e composi¢ao da mistura sao decisivas para a qualidade
final do produto, a fabricacdo do produto torrado e moido engloba as etapas de composi¢ao do
mix, processo de torra, moagem, embalagem e armazenamento. Devido as diferencas na
composicao dos cafés ardbica e canéfora, variacdes nas misturas empregada também impactam

na composi¢ao e qualidade da bebida (MARCUCCI et al., 2013).
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3.4.1 Café Verde

Os cafés verdes arabica e canéfora se diferem em sua composic¢ao, que ¢ dominada por
carboidratos (60% de matéria seca), mais abundantes no café arabica, ja as proteinas, peptideos
e aminoacidos livres respondem por 10 a 15% da matéria seca do café verde e os lipidios por 8
a 18%, sendo o teor total de 4cidos graxos em graos do canéfora metade do que no arabica. Em
relacdo aos minerais, o potassio ¢ predominante (40% do teor mineral do café moido) mas este
grupo ainda ¢ constituido por outros diversos elementos, entre eles, fésforo, sddio, magnésio,
calcio e enxofre (CID; DE PENA, 2015).

O café verde também possui uma grande variedade e quantidade de polifendis, tendo
como seus principais componentes os acidos clorogénicos. Estes acidos fendlicos sdo formados
pela esterificagdo de uma molécula de acido quinico e uma a trés moléculas de acidos trans-
hidroxicinamicos em diferentes posigdes. Os principais grupos de acidos clorogénicos sdo os
acidos cafeoilquinicos, dicafoilquinicos, feruloilquinicos, p-coumaroilquinicos e misturas de
4cidos cafeoilferuloilquinicos (CID; DE PENA, 2015; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Graos de café verde da espécie arabica tem sido associado a atividades antimicrobiana,
antioxidante, antinfecciosa e antitumoral devido a presenga de varias classes de compostos
bioativos, dentre eles, fendlicos, melanoidinas, diterpenos, xantinas e carotenoides (SEGHETO
et al., 2018). A grande quantidade de acidos clorogénicos e outros poderosos antioxidantes,
torna o café verde o candidato ideal para uso como conservante natural em produtos

alimenticios (DILNAWAZ; KUMAR; BHAT, 2017a).

3.4.2 Café Torrado

A torrefacdo do café ¢ a etapa responsavel por dar as propriedades caracteristicas da
bebida, tais como cor, sabor e aroma. Os graos sdo aquecidos a 180 - 250 °C, entre 2 a 25
minutos, dependendo da técnica e do grau de torra desejado (clara, média ou escura). A torra
do café ¢ composta por trés etapas principais, uma fase inicial de secagem, a pirdlise e por fim,
uma fase répida de refrigeracdo usando ar ou dgua como agente de resfriamento (CID; DE

PENA, 2015).
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Durante a fase de secagem, a maior parte da 4gua livre evapora mantendo a temperatura
do grao a 100 °C, o aumento de temperatura indica a segunda fase. A cerca de 150 °C, ha uma
libertagao de produtos volateis (agua, CO e CO»), o que resulta em um aumento no volume do
grao. Em 170 - 200 °C, as reagdes de pirolise modificam drasticamente a composi¢ao quimica
do grao de café pela formagao de centenas de substancias que ddo ao café seu aroma e sabor
caracteristico. No final da torrefacdo, os graos entdo arrebentam devido ao aumento da pressao
interna, e o processo é parado por arrefecimento (CID; DE PENA, 2015).

O processo de torra altera consideravelmente a composi¢do quimica do café, com
diminui¢ao simultanea das substancias que ocorrem naturalmente no café verde e a geragdo de
diversos outros compostos, enquanto os compostos fenolicos naturais podem ser perdidos,
outros compostos antioxidantes sdo formados, como os produtos da reagdo de Maillard (PRMs),
melanoidinas, furfural, hidroximetilfurfural, além da alteracdo aparente da cor (CID; DE
PENA, 2015; VIGNOLI et al., 2014).

Entre as diversas mudangas, esta a grande alteracdo na composi¢do de compostos
fendlicos devido a sua instabilidade térmica. O contetido de acidos clorogénicos cai durante a
torrefacdo, e durante a fase de secagem, quando ainda ha conteudo de 4gua adequado, ocorre a
isomerizagdo destes, levando a um aumento de acidos 3- e 4-cafeoilquinico. Mais tarde, na
torrefacdo, parte dos ACGs dao origem a varios isdmeros de lactonas cafeoilquinicas,
ferulilquinicas e acidos cafeoilquinicos (CTARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI, 2019; CID;
DE PENA, 2015). A decomposicio de ACGs tem um grande impacto sobre os atributos de
qualidade do café torrado e estd diretamente relacionada ao desenvolvimento do sabor (CID;
DE PENA, 2015).

A bioatividade do café torra clara ¢ atribuida a uma combinagao entre os ACGs, cafeina
e PRMs, que eliminam os radicais livres (JULLY; TOTO; WERE, 2016; VIGNOLI et al.,
2014).

Vignoli, Bassoli e Benassi (2011) verificaram que o grau de torrefagdo influencia
diretamente na composicao do café soluvel. Os autores avaliaram a influéncia da extragao
simples e dupla em diferentes torras de café, para obtencao de café soltivel, e seus resultados
mostraram que os produtos derivados de café ardbica e de café robusta apresentaram maiores
teores de acido 5-cafeoilquinodico (5-ACQ) para café torrado leve e médio em um sistema de
extracdao dupla, o mesmo processo também favoreceu a extracao de cafeina das duas espécies
de café torrado leve, mas somente o arabica foi favorecido pela torrefagdo média. Porém, no
caso da torra escura, o processo de extragdo ndo influenciou na liberagdo desses compostos,

tendo o resultado variado apenas em fun¢do da espécie.
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3.4.3 Propriedades Antioxidantes do Caf¢

O café ¢ considerado uma rica fonte de compostos bioativos, tendo seus componentes,
como 5-CQA, guaiacol, maltol, melanoidinas e cafeina identificados como potenciais
antioxidantes (Vignoli et al., 2020).

Vignoli et al. (2014) avaliaram a influéncia de diferentes graus de torra no conteudo de
compostos bioativos e na AA dos cafés arabica e robusta e verificaram que a bebida de café de
diferentes graus de torra mostrou potencial antioxidante estavel, influenciado pelas condi¢des
de torrefacdo e pelas espécies de café. Isso porque, além dos compostos fendlicos presentes no
café, que sdo parcialmente destruidos pelo processo de torra, outros compostos antioxidantes,
como as melanoidinas, podem ser formados e, portanto, ¢ possivel manter ou aumentar a AA.
No entanto, & medida que a intensidade da torra aumenta, ocorre maior destruicdo dos
compostos fenolicos o que pode ndo ser compensado pela formagdo de outros compostos, desta
forma, cafés origindrios da torra clara apresentam maior capacidade antioxidante devido ao
equlibrio entre compostos fenolicos originais e produtos formados no processo de torra do café.
Também foi apurado a maior capacidade antioxidante do café robusta, devido a maior
quantidade de cafeina.

Autores comprovaram a eficiéncia do café como antioxidante em carne moida bovina
(LIN; TOTO; WERE, 2015), hamburgueres de carne suina (JULLY; TOTO; WERE, 2016),
hamburgueres de frango (KIM et al., 2016), blocos de carne de carneiro reestruturados
(DILNAWAZ; KUMAR; BHAT, 2017b) e carne de frango desidratada (NISSEN et al., 2000).

Jully, Toto e Were (2016) avaliaram a agdo antioxidante de diferentes torras de café, nas
formas de borra, liofilizadas e moidas e verificaram que a adi¢do de café ndo inibiu nem
promoveu a oxidacdo de proteinas em hamburgueres cozidos, mas inibiu a oxidagdo lipidica,
resultando em valores comparaveis aos da carne suina com adi¢do de oleorresina de alecrim.

Lin, Toto e Were (2015) encontraram resultados que mostram que o café moido torrado
pode prolongar a vida 1til de carnes cruas sem sal e salgadas, funcionando tdo eficazmente
quanto melhor que a oleorresina de alecrim.

Além de fatores como espécie e grau de torra, o método de preparacao da bebida de café
ou extracdo podem resultar em diferentes composicao de bioativos. Ciaramelli, Palmioli e
Airoldi (2019) realizaram extra¢do hidroalcodlica, moka e espressa e verificaram que a extragao
hidroalcoodlica foi 0 método mais eficiente em termos de rendimento de compostos de baixo

peso molecular (massa molecular <10 KDa), enquanto a extracao de moka forneceu as maiores
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quantidades de compostos de alto peso molecular como melanoidinas. De forma adicional,
Ludwig et al. (2012), concluiram que parametros tecnologicos alteram a eficiéncia da extracao,
verificando que turbuléncias e maior tempo de contato entre a 4gua e o café moido na cafeteira
com filtro, aumentam a eficiéncia da extracdo, principalmente para compostos antioxidantes
menos polares como os ACGs.

Devido a alta composi¢do de compostos antioxidantes e sua alta disponibilidade no
mercado, o café pode tornar-se uma fonte economicamente mais viavel de antioxidantes

naturais em comparagao com o alecrim ou outros extratos vegetais (LIN; TOTO; WERE, 2015).

3.5 Metodologias Para Avaliar A Capacidade Antioxidante

Diferentes metodologias devem se utilizadas para caracterizar a atividade antioxidante
do café, pois devido a variedade de compostos antioxidantes ndo existe um método universal
unico para medi-la de maneira precisa e quantitativa (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011).
Entre as metodologias mais utilizadas para avaliar a atividade antioxidante do café, estdo a
determinagdo da atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS<" (ABTS),
determinagdo de atividade redutora pelo método de Folin-Ciocalteau e determinagdo da
atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPHe (DPPH) (LUDWIG et al., 2012;
VIGNOLI et al., 2014). Além disso, sdo avaliados a presenga de compostos com potencial
antioxidante como a presenca de acidos clorogénicos, como acido 5-cafeoilquindico, cafeina,
trigonelina e produtos da reacdo de Maillard (melanoidinas, furfural, hidroximetilfurfural)

(VIGNOLI et al., 2014).

3.5.1 Meétodo DPPH

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) ¢ um radical livre, estavel a temperatura
ambiente, que produz uma solugdo de cor violeta em etanol. E reduzido na presenga de uma
molécula antioxidante, dando origem a solugdes de etanol ndo coloridas. O uso do DPPH

fornece uma maneira facil e rapida de avaliar antioxidantes (BOYLAN; MENEZES; LEITA,
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2001). E um dos poucos radicais organicos nitrogenados estaveis, esta disponivel
comercialmente e ndo precisa ser gerado antes do teste (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

A metodologia do DPPH foi desenvolvida por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), e ¢ baseado na redugdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, o qual apresenta um
maximo de absor¢do a 517- 520 nm. Quando o radical DPPHe* recebe um atomo de hidrogénio
dos compostos antioxidantes (Figura 4), a reducdo faz com que a cor mude de violeta para
amarela o que resulta na diminuicdo da absorbancia, o que permite calcular, apds o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50%
do DPPHe.

E um teste considerado simples e rapido pois precisa apenas de um espectrofotdmetro
UV-visivel para ser executado, o que provavelmente explica seu amplo uso na avaliagdo de
antioxidantes, entretanto, a interpretagdo torna-se impraticavel quando os compostos testados

tém espectros que se sobrepdoem ao DPPH em 515 nm (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Figura 4 - Reacdo entre o antioxidante BHT e o radical DPPHe.
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Fonte: Oliveira et al. (2009).

3.5.2 Método Folin-Ciocalteau

O método Folin-Ciocalteau ¢ um ensaio baseado na transferéncia de elétrons e fornece
capacidade redutora, que normalmente ¢ expressa como conteudo fendlico (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

A metodologia desse método ¢ baseada na originalmente desenvolvida por Folin e
Ciocalteau (1927) e teve origem em reagentes quimicos usados para analise de tirosina, onde a
oxidacdo de fenois por um reagente de molibdotungstato produz um produto colorido com

comprimento de onda méximo a 745 - 750 nm.
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A determinacdo da capacidade redutora pela metodologia de Folin-Ciocalteau consiste
na mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotiingstico, onde o molibdénio encontra-se no
estado de oxidacao, coloragao amarela no complexo NaxMo004.2H>O, que na presenca de
agentes redutores, como os compostos fenolicos, reagem formando o complexo molibdénio-
tungsténio [(PMoW1104)*)] de cor azul (Figura 5), o que permite a determinacdo da
concentragdo por espectrofotometria, com a leitura realizada na regido visivel em torno de 760

nm (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 5 - Reacdo do antioxidante acido galico com molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocalteau.
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3.5.3 Atividade Doadora De fons Hidrogénio Ao Radical ABTS«"

O radical ABTSe" ¢é produzido a partir do precursor acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) -6-sulfonico. Esta metodologia € baseada na habilidade dos antioxidantes em
capturar o cation ABTSe". O radical ABTSe", apresenta cor azul esverdeada, por meio da reagdo
do ABTS com persulfato de potdssio que possui absor¢ao maxima em 645, 734 e 815 nm. Com
a adi¢do de um antioxidante, ocorre a redu¢do do ABTS"* a ABTS o que promove a perda da
colorag¢do do meio reacional. Com a perda de cor, a porcentagem de inibigdo do ABTS+" pode
ser determinada, por espectrofotometria, em fun¢do do Trolox, um padrdao submetido as
mesmas condi¢coes de andlise do antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

O ABTS-" reage rapidamente com antioxidantes, normalmente dentro de 30 minutos.

Pode ser usado em uma ampla faixa de pH e ¢ soluvel em solventes aquosos e organicos, nao
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sendo afetado pela forca iOnica, portanto, pode ser usado para avaliar antioxidantes
hidrossoluveis e lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

3.6 Extracao de Antioxidantes Naturais

Um extrato natural pode ser definido como os compostos e/ ou mistura de compostos
obtidos por qualquer procedimento de extra¢do de plantas, frescas ou secas, ou partes delas,
folhas, flores, sementes, raizes e casca (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).

Para realizar a extragdo de compostos bioativos de fontes naturais algumas etapas
preliminares fazem-se necessarias para facilitar o processo e conservar os compostos. Essas
etapas podem consistir em desidratacdo, liofilizagdo ou congelamento, moagem e
peneiramento, por exemplo, essa preparagdo da amostra permite que os substratos atinjam
maior superficie de contato com o solvente (ANDREQO; JORGE, 2006).

Parametros tecnoldgicos, como temperatura, pressao, tempo de contato do solvente com
a amostra, razdo amostra/substrato e tipo de solvente utilizado interferem diretamente na
quantidade e no tipo de compostos bioativos extraidos. Desta forma, esses fatores tecnologicos
devem ser considerados para otimizar a extragdo de antioxidantes (ANDREQO; JORGE, 2006).

O conhecimento do comportamento de extragdo dos principais antioxidantes presentes
na amostra analisada pode induzir a conhecer os fatores tecnoldgicos com maior impacto na
extracdo de antioxidantes. Desta forma, no caso do café por exemplo, pode ser possivel obter
ndo apenas bebidas com maior capacidade antioxidante, mas também extratos de café com
propriedades de satide que possam ser usadas como ingredientes em alimentos funcionais
(LUDWIG et al., 2012).

Os métodos classicos de extracdo usados em tais processos podem ser divididos em 3
classes principais: destilagdo, extragdo com solvente e compressao a frio. A escolha do solvente
empregado para a extracdo dos componentes desejados ¢ altamente dependente do uso final dos
extratos. Se o objetivo € o uso para consumo humano ou animal, apenas solventes de qualidade
alimentar podem ser utilizados. Em outros casos, solventes que ndo sdo compativeis com o
consumo humano ou animal, como solventes clorados, podem ser empregados (VINATORU;

MASON; CALINESCU, 2017).
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Nao existe um solvente que seja satisfatorio para o isolamento de todos ou de uma classe
especifica de antioxidantes, pois diversos fatores influenciam na eficiéncia do solvente. Os
principais fatores sao, a natureza quimica dos compostos (polaridade), grande variedade de
compostos bioativos nos vegetais e diferentes quantidades presentes, além da possibilidade de
interacdo dos compostos antioxidantes com carboidratos, proteinas e outros componentes dos
alimentos (ANDREO; JORGE, 2006).

Entre os solventes que podem ser utilizados estdo os solventes organicos como etanol,
acetona, acetato de etila, hexano, isopropanol, éter de petroleo e metanol (BRAVO et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2019; PAGE; ARRUDA; FREITAS, 2017; YAHYA; ATTAN; WAHAB,
2018). O etanol se destaca como solvente devido ao seu baixo custo, baixo impacto ambiental,
além de ser um solvente biorrenovavel (OLIVEIRA et al., 2019) e ja utilizado com sucesso em
outras extragdes (KIM et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019). Dependendo do solvente
escolhido, etapas adicionais podem ser necessarias para purificar o isolado e remover
completamente o solvente, o que pode aumentar os custos da extragdo, fatos que tornam o uso
de 4gua como solvente uma alternativa atraente (KUMAR et al., 2015).

Oliveira et al., (2019) recomendam o etanol como um solvente ideal para a extragao de
solidos soluveis, compostos fenolicos e antioxidantes de graos de café verde. Outros autores
também encontraram melhores resultados em extragoes de antioxidantes de café verde ¢ torrado
utilizando etanol puro (BRAVO et al., 2013; KIM et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2019) ou
misturas de etanol e agua (BRAVO et al., 2013).

3.6.1 M¢étodos de Extragao

O objetivo do processo de extragado ¢ fornecer o rendimento maximo de substancias com
a mais alta qualidade em termos de concentracao dos compostos desejados (SHAH; BOSCO;
MIR, 2014). Métodos convencionais de extragdo tém sido utilizados para a extragdo de
compostos bioativos (WEN et al., 2019), entre eles o que mais se destaca ¢ a extragdo por
solvente, processo no qual o material analisado, apos seco, € embebido no solvente de extragao,
1sso causa inchago do material vegetal e a liberacdo dos compostos compativeis com o solvente
de extrag¢do. A forga motriz desse processo ¢ o gradiente de concentragdo dos compostos-alvo,

que ¢ mais alto no interior do material vegetal inchado do que no solvente. A medida que o
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gradiente de concentragdo diminui, 0 mesmo ocorre com a for¢a motriz até que um equilibrio
de concentragdo seja alcangcado (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).

As técnicas utilizadas no método de extracao por solvente para recuperar antioxidantes
das plantas podem variar, e dentre as mais utilizadas para a extracao dos antioxidantes presentes
no café, estdo as mesmas ja utilizadas para o preparo da bebida, como, a extracdo expresso
(CIARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI, 2019; LUDWIG et al., 2012), moka (CIARAMELLI,
PALMIOLI; AIROLDI, 2019), extracao simples com agua quente e filtro (OLIVEIRA et al.,
2019; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011; WONGSA et al., 2019) ou em cafeteira com
filtro (BRAVO et al., 2013; LUDWIG et al., 2012), esta considerada uma das mais eficientes
para extrair a atividade antioxidante do café¢ torrado moido, além desses o sistema de extragao
Soxhlet também ¢ comumente utilizado (BRAVO et al., 2013).

As técnicas convencionais, no entanto, podem apresentar algumas deficiéncias, como
tempo de extracao prolongado, que leva ao alto consumo de tempo, energia e solvente. Desta
forma, nos ultimos anos, surgiram novos métodos de extragdo que tentam contornar as
desvantagens apresentadas pelos métodos convencionais e visam encontrar melhores
resultados, entre essas novas técnicas a extracao assistida por ultrassom vem se destacando por
apresentar bons resultados com tempo reduzido de extragdo e menor volume de solvente em
relacio a outros métodos (IRAKLI; CHATZOPOULOU; EKATERINIADOU, 2018;
VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017; WEN et al., 2019).

A extragdo assistida por ultrassom ¢ uma tecnologia inovadora, verde, adequada para
melhorar a eficiéncia e obter altos rendimentos e taxas de extragdo de compostos bioativos,
possuindo assim um grande potencial de desenvolvimento e aplicagdo. O principio da técnica
de ultrassom ¢ baseado no efeito de cavitacdo, fendmeno onde ondas formadas pelo ultrassom,
transmitidas em frequéncia superior a capacidade auditiva humana, passam através do meio,
criando compressdo e expansao, o que gera um processo no qual bolhas sdo produzidas, crescem
e sofrem colapso, o que resulta na ruptura das paredes celulares e redugcdo do tamanho das
particulas da matriz vegetal, facilitando a transferéncia de massa (WEN et al., 2019).

Diversos estudos mostram a eficiéncia na obten¢do de compostos bioativos de matéria
organica via extragdo assistida por ultrassom. Das e Eun (2018) compararam os métodos de
extracdo por ultrassom, extragdo por agitacao e método convencional (infusdo) para a extragao
dos compostos antioxidantes do chad verde e concluiram que tanto a extracao por ultrassom
quanto a com agitacao sdo eficientes e podem ser usadas para preparar extrato de ché verde rico
em antioxidantes. Em contrapartida Saifullah et al., (2020) compararam a técnica de extragao

convencional com agitacdo com a extragdo assistida por ultrassom na recuperacao de compostos
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fenolicos de folhas Leptospermum petersoniie, e concluiram que a técnica de extragdo assistida
por ultrassom mostrou-se mais eficiente na extragdo de atividade redutora e capacidade
antioxidante em comparagao com a extracao por banho de 4gua com agitacdo convencional.

De forma adicional, Rezende, Nogueira e Narain (2017) compararam o uso da extragao
convencional e da extracdo assistida por ultrassom para obter compostos bioativos com
atividade antioxidante do residuo de acerola e obtiveram extratos com maiores concentragdes
de bioativos e atividade antioxidante utilizando a extragdo assistida por ultrassom.

Apesar dos diversos estudos mostrando a eficiéncia do uso do ultrassom para extrair
compostos antioxidantes de matrizes vegetais, ha poucos estudos que investigam a influéncia

do uso do ultrassom na extragao desses compostos do café.
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi divido em quatro em quatro etapas: I) Na primeira etapa, por meio de
testes preliminares buscou-se determinar o melhor processo de extragdo de compostos bioativos
do café (convencional solido-liquido em incubadora shaker versus extragdo assistida por
ultrassom (banho ultrassonico ou sonda ultrassonica)), € o melhor solvente para extracao (agua
ou solucdo de agua e etanol); II) Na segunda etapa otimizou-se as condigdes de extragdo
utilizando o processo definido como melhor na etapa I.; III) Na terceira etapa caracterizou-se
extratos obtidos nas melhores condigdes de processo em diferentes espécies de café verde e de
torra média; IV) Os extratos definidos como melhores antioxidantes foram aplicados em uma
formulac¢ao de produto carneo curado cru, linguica tipo Toscana, para avaliacdo da efetividade
do uso de extratos de café como antioxidante natural. Segue a descri¢do detalhada de todos os

procedimentos efetuados.

4.1 Reagentes

A 4gua ultrapura utilizada foi obtida com sistema ultra-purificador (resistividade de 18,2
MQ cm, Master System®, Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Para as extra¢des com solugdo etanolica
utilizou-se alcool etilico absoluto (Exo6do Cientifica, Sumaré, Brasil). Na determinagdo de
atividade redutora foram utilizados reagente de Folin Ciocalteau 2N (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, USA), carbonato de sodio (99,5%, Reatec, Sao Paulo, Brasil) e acido
galico anidro (99%, Exddo Cientifica, Sumaré, Brasil). Para determinar a atividade doadora de
ions hidrogénio ao radical ABTS+e utilizou-se acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS) (98%, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA), persulfato de potassio
P.A. (99%, Dinamica, Indaiatuba, Brasil), fosfato de potassio monobasico P.A. (98%, Anidrol,
Diadema, Brasil), hidroxido de potassio P.A. (85%, Synth, Diadema, Brasil) e 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico (TROLOX) (98%, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA). Na determinagao da atividade antioxidante pela captura do radical livie DPPH os
reagentes foram utilizados acido acético P.A. (99,7%, Vetec, Duque de Caxias, Brasil), acetato
de sodio P.A. (99%, Dinamica, Indaiatuba, Brasil), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-

Aldrich Corporation, St. Louis, USA) e alcool etilico absoluto (Exddo Cientifica, Sumaré,
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Brasil). Na determinacdo dos compostos acido 5-cafeilquinico e cafeina foram utilizados acido
acético P.A. (99,7%, Vetec, Duque de Caxias, Brasil), Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker,
Goiania, Brasil) e padroes 5-ACQ e Cafeina (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA). Na
analise de TBARS foram utilizados éacido cloridrico (37%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil),
Span 80, Tween 20 e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)
e Sulfanilamida P.A (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). Na determinacdo da formacdo de
metamioglobina foram utilizados fosfato de potassio dibéasico P.A. e fosfato de potéssio
monobasico P.A. (Anidrol, Diadema, Brasil). O antioxidante eritorbato de sddio foi fornecido

pela Conditec Aditivos e Condimentos (Medianeira, Brasil).

4.2 Caracteriza¢ao da Amostra

Para a realizacdo dos testes preliminares de extracao foi utilizado café 100% aréabica
moido, torra média, adquirido em mercado local. Foi realizada a caracterizagdo desse café por
meio de analise granulométrica, utilizando peneiras de 16, 20, 30, 35 e 60 Mesh em agitador de
peneiras eletromagnético (Bertel, Caieiras, Brasil) com vibracdo ajustada no nivel 6 por 15
minutos, a analise foi realizada em triplicata. Também foi realizada a medida instrumental de
cor em triplicata, utilizando o colorimetro (Konica Minolta, CR 400, Osaka, Japdao) com
iluminante D65 e angulo de visdo de 10°. Os valores de L * (L* = 100 significa branco, L* =0
significa preto), a* [vermelho (+) e verde (-)] e b* [amarelo (+) e azul (-)] foram registrados.

Para etapa de avaliacao de diferentes cafés, na faixa 6tima de extrag¢do, foram utilizadas
amostras de cafés verde e de torra média das espécies C. canephora e C. arabica (Figura 6),
fornecidas pela Companhia Iguacu de Café Soluvel (Cornélio Procopio-PR, Brasil). Essas
amostras foram moidas em moinho (IKA, All, Staulfen, Germany) e também foram
caracterizadas quanto a medida instrumental de cor e quanto a granulometria, visando obter

uma amostra com mesmo padrao granulométrico que a utilizada nas etapas anteriores.
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Figura 6 - Amostras de cafés C. arabica verde (a) e torra média (b) e C. canephora verde (c)
e torra média (d).

Fonte: Autoria propria, 2020.

O teor de umidade das amostras foi determinado conforme metodologia da AOAC
(2005). Foram pesados em balanga analitica (Marte, AW220, Sao Paulo, Brasil) 5 g da amostra
homogeneizada em cépsula de aluminio tarada. Em seguida, as capsulas foram colocadas em
estufa (Cienlab, Campinas, Brasil), a 105 °C, inicialmente por 4 horas e em seguida até
atingirem peso constante. A determinacdo de umidade foi realizada em todas as amostras

utilizadas neste estudo.

4.3 Testes Preliminares de Extracio de Compostos Bioativos de Café por Diferentes

Processos e Solventes

Inicialmente realizou-se a extracdo dos compostos bioativos do café comercial,
utilizando-se 4gua como solvente, por trés métodos diferentes (Figura 7), baseando-se nas
metodologias de Kim et al. (2018) e Wen et al. (2019):
(1) Extracdo solido-liquido em Incubadora Shaker (Lactea Cientifica, modelo INR, Sdo
Paulo, Brasil);

(2) Extracdo solido-liquido em Banho Ultrassonico (Elma, Elmasonic P, Singen,
Alemanha);

(3) Extracdo solido-liquido utilizando Processador Ultrassonico (Sonics, Vibra-Cell
VC505, Newtown, Estados Unidos) e sonda ultrassonica com probe substituivel

(Sonics, 630-0210 25 mm, Newtown, Estados Unidos).
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Todas as extra¢des foram realizadas em triplicata, utilizando uma concentragdo de 10%
de amostra em agua ultrapura, durante 10 minutos, nas temperaturas de 30, 50 e 80 °C. A
rotacao utilizada no Shaker foi de 470 RPM. No banho ultrassonico a amostra foi posicionada
no centro do equipamento e foram utilizados os pardmetros 37 kHz, poténcia de 70% de 580 W
na fungdo sweep. No processador ultrassénico com sonda ultrassonica foram utilizados os
parametros 20 kHz e 80% de 500W. Devido ao objetivo de testar etanol como solvente, a
extragado realizada com sonda ultrassonica foi realizada indiretamente, a sonda ultrassonica foi
imersa 2,5 cm em um banho d’adgua, no qual a amostra estava disposta dentro de um
Erlenmeyer, isto porque, a tinica probe disponivel ndo era compativel com solventes organicos.
Tanto a agua do banho quanto a solu¢do de extragdo foram previamente aquecidas até a
temperatura desejada, durante o tempo de extracdo a temperatura foi avaliada inicialmente, no
meio e ao final com termometro de mercurio, em todas as extragdes a variagdo maxima foi de
1 °C, devido ao aquecimento causado pelo ultrassom.

Apo6s o tempo de extragdo, as amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo 80 g

m?! (Unifil) com auxilio de uma bomba de vacuo (Tecnal, TE-0581, Piracicaba, Brasil).

Figura 7 - a) Extra¢ao solido-liquido em Banho Ultrassonico; b) Extracdo solido-liquido em
Incubadora Shaker; ¢) Extracdo em Processador Ultrassonico.

BANHO ULTRASSONICO INCUBADORA SHAKER

(" Condigdes de extracio 3
Tempo: 10 minutos
Temperaturas: 30, 50 e 80 °C

" Frequéncia: 37 kHz
Poténcia: 70% de 580 W Temperaturas: 30, 50 e 80 °C
Fungdo: sweep . Rotagdo: 470 RPM
a) ~ Z b) \ J

PROCESSADOR ULTRASSONICO

Condigdes de extragdo
Tempo: 10 minutos

=
Condicoes de extracdo
Tempo: 10 minutos ‘
J Temperatpras: 30,50e80°C |
| Frequéncia: 20 kHz
Poténcia: 80% de 500 W

B

c)
Fonte: Autoria propria, 2020.
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Os extratos foram avaliados quanto aos teores de cafeina, 5-ACQ, clorogénicos totais e
compostos escuros (melanoidinas), e quanto a sua atividade antioxidante pela determinagdo de
atividade redutora (método de Folin-Ciocalteau), atividade doadora de ions hidrogénio ao
radical ABTS++ e atividade antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPHe, cujas
metodologias estdo descritas no item 4.8.

Posteriormente, as extra¢des foram realizadas utilizando solugdo 30% de etanol em
shaker ¢ em banho de ultrassom por 10 min, nas mesmas condi¢cdes de proporcao
amostra/solucdo, poténcia e de rotagdo da primeira extracao, porém as temperaturas utilizadas
foram 50 °C e 70 °C, a temperatura de 70 °C foi escolhida devido a maior facilidade de controle
nos equipamentos, pois havia maior oscilagdo quando trabalhado a 80 °C, outra mudangca foi a
posicao do Erlenmeyer no ultrassom que passou do centro para o canto direito (pois as ondas
se propagam a partir das duas extremidades do banho) e deixou-se de usar a fungdo sweep (que
servia pra homogeneizar as ondas) isso porque alguns banhos ndo possuem essa fungao, o que
tornaria mais dificil sua reprodugdo, e como foi extraido apenas uma amostra por vez, verificou-
se que nao era necessario o uso dessa fungao. Para que fosse possivel comparar a eficiéncia do
uso do etanol, repetiu-se a extracdo com agua como solvente nesses novos pardmetros. Estes
extratos também foram avaliados quanto aos teores de cafeina, acido 5 — cafeoilquinico,
clorogénicos totais € compostos escuros e quanto a sua atividade antioxidante (Folin-

Ciocalteau, ABTS e DPPH).

4.3.1 Analise dos Dados

Os resultados dos testes preliminares descritos foram avaliados por Analise de variancia
(one-way, ANOVA), seguido pelo teste de comparacao de médias de Tukey (p < 0,05). As
analises estatisticas foram efetuadas utilizando o programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, USA), com os resultados expressos como média + desvio padrdo da média (DP) e

considerado significativamente diferente quando p < 0,05.
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4.4 Otimizac¢ao dos Parametros de Extracio

Para otimizar a obtenc¢do do extrato de café, aplicou-se um delinecamento composto
central rotacional, considerando-se um planejamento fatorial completo 23, incluindo 6 pontos
axiais e 3 repeti¢des no ponto central, totalizando 17 ensaios, para avaliar os parametros tempo
de extragao (xi; 1,6, 5, 10, 15 e 18,4 min), propor¢ao etanol/agua (x2; 21,6, 25, 30, 35 e 38,4%
de etanol) e razao amostra/solvente (x3; 1,6/100, 5/100, 10/100, 15/100 e 18,4/100), a 70 °C,
utilizando como varidveis respostas os teores de compostos escuros (Y1), cafeina (Y2), acido 5
— cafeoilquinico (Y3) clorogénicos totais (Y4), atividade redutora (Ys), atividade doadora de
ions hidrogénio ao radical ABTS++ (Ys) e atividade antioxidante pela captura do radical livre
DPPH (Y).

As variaveis independentes do processo foram avaliadas em trés niveis codificados (-1,
0 e+1). O DCCR também contou com dois niveis axiais codificados em +a e -a.

Os niveis dos fatores e os valores codificados sao apresentados, na Tabela 6.

4.4.1 Analise de Dados do DCCR

Inicialmente foi avaliada a significAncia dos coeficientes dos modelos experimentais
para as respostas: Y1, Y2, Y3, Y4, Ys, Yee Y7. A adequacdo dos modelos foi expressa pelo
coeficiente de determinacdo (R?) e R? ajustado (R*-adj), e a significincia estatistica foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA). Foi considerado o nivel de significancia de
5% (p < 0,05). Os termos nao significativos de cada modelo foram incorporados ao residuo do
modelo. Para o ajuste dos dados foi testado o modelo quadratico genérico expresso pela
Equacdo 1, onde Bi representa os coeficientes lineares estimados, i os coeficientes quadraticos
estimados e Pij os coeficientes de interacdo entre as varidveis. Os dados foram analisados

utilizando o programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Y = Bo + Bixs + Baxz + Paxz + Praxf + Pazxs + Pazxs + Praxix;

+ B13X1X3 + Pa3XaX3

(1
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A fim de definir as condi¢des de extragdo para obter melhores rendimentos de extratos
ricos em compostos antioxidantes, as respostas do DCCR foram otimizadas usando o
procedimento Perfil de Desejabilidade da Resposta. A fungdo de desejabilidade global foi
determinada, tendo como meta maximizar o conteido de antioxidantes. O procedimento foi
baseado no célculo de um valor de desejabilidade (di) de cada resposta, que representa o quao
proximo o valor de resposta ajustado, estd das configuracdes ideais dos fatores. A
desejabilidade global (d) foi obtida a partir da desejabilidade individual para todas as variaveis
resposta pela Equacdo 2, onde k& ¢ o nimero de respostas consideradas no processo de

otimizagdo (DERRINGER; SUICH, 1980).

d=%/d,d, ..d; ()

O valor de desejabilidade global varia de zero a um, onde um valor de um representa o

caso ideal e zero significa que pelo menos uma resposta esta fora dos limites desejaveis.

4.4.3 Validagao Experimental

A partir da analise da funcao desejabilidade e das superficies de respostas foi possivel
determinar as condic¢des de processo em que obtém simultaneamente as melhores respostas de
teores de compostos escuros (Y1), cafeina (Y2), acido 5 — cafeoilquinico (Y3) clorogénicos totais
(Y4), atividade redutora (Y4) e atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+ (Y).
Desta forma, para validar experimentalmente os modelos obtidos, foram realizadas novas

extracgoes, utilizando café comercial, nas condi¢des 6timas definidas.

4.5 Avaliacao de Extratos de Café Obtidos a Partir de Diferentes Amostras de Café

na Condicao Otimizada

Definida uma regido interessante de extragdo proxima ao ponto central e também as

condi¢cdes o0timas do processo, extratos de cafés das amostras de cafés verdes e de torra média
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das espécies C. canephora e C. arabica, foram extraidos nestas condi¢des e avaliados quanto
ao teor de compostos escuros (amostras torradas), cafeina, 5-ACQ, clorogénicos totais,
atividade redutora, atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS++ e atividade

antioxidante pela captura do radical livre DPPH (metodologias descritas no item 4.8).

4.5.1 Analise dos Dados

Os dados foram avaliados por Analise de variancia (one-way, ANOVA), seguido pelo
teste de comparagdo de médias de Tukey (p < 0,05). As andlises estatisticas foram efetuadas
utilizando o programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), com os resultados
expressos como média + desvio padrao da média e considerado significativamente diferente

quando p < 0,05.

4.6. Secagem dos extratos de café selecionados a partir dos melhores resultados de

atividade antioxidante

Definidos quais extratos apresentavam maior atividade antioxidante, novas extragdes a
partir desses cafés foram realizadas nas condi¢des otimizadas para que pudesse ser obtida uma
quantidade suficiente de extrato para aplicacdo, foram extraidos cerca de 6 L de cada extrato.
Os extratos liquidos obtidos foram entdo secos em spray dryer (LabMaq do Brasil, modelo
MSD 1.0, Ribeirdo Preto, Brasil). Os parametros de secagem foram baseados em testes prévios.
A alimentacdo para a camara de secagem foi realizada por meio de bomba peristéaltica sob
condi¢des constantes de pressio do compressor do ar de secagem de 2 kgf cm™, fluxo de ar
comprimido de 25 L min" e didmetro de saida do ar no sistema de 1 mm. O fluxo de ar de
secagem foi de 55 Nm® h!, com vazdo de alimentagdo de 0,3 L h'! e temperatura do ar de
secagem de 90 °C. O extrato seco produzido foi coletado na base do ciclone e armazenado em

embalagens plasticas fechadas a vacuo, e mantidas no escuro e sob refrigeracao a 4 °C =2 °C.
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4.7 Definiciao da concentracio de antioxidante natural

Para avaliagdo da concentragdo de extrato de café a ser aplicada em produto cérneo,
avaliou-se também a atividade antioxidante do eritorbato de s6dio em comparacdo com o0s
extratos secos. Foram comparados os teores de atividade redutora, atividade doadora de ions
hidrogénio ao radical ABTS+e ¢ atividade antioxidante pela captura do radical livie DPPH

(metodologias descritas no item 4.8), utilizando-se uma concentragdo de 0,01 g mL™".

4.8 Determinacdes Analiticas de Compostos Bioativos e Atividade Antioxidantes dos

Extratos.

As determinagdes analiticas de compostos bioativos e atividade antioxidante dos
extratos obtidos nos experimentos descritos foram estimadas para 100 g de amostras de graos
de café em base seca. Para efeito de comparagdo dos resultados com outros estudos reportados
na literatura, nos extratos obtidos no experimento DCCR (item 4.4), as determinagdes foram
expressadas também em fungdo do teor de solidos soluveis, determinados nos extratos em
°Brix, utilizando-se um refratometro portatil (Instrutherm, RT-30ATC, Sao Paulo, Brasil) com

compensag¢do automatica de temperatura a 25 °C, conforme metodologia da AOAC (2005).

4.8.1 Determinagdo de Compostos Escuros

A estimativa dos teores de compostos escuros foi efetuada conforme metodologia
descrita por Ludwig et al. (2012) e Marcucci et al. (2013). Para os testes iniciais 0,1 mL da
amostra 10% (g mL™) foi diluido em 17,5 mL de 4gua ultrapura, j para a etapa do DCCR e da
avaliacao dos diferentes cafés, as dilui¢cdes foram realizadas visando a mesma concentragao de
0,57 mg mL!. Posteriormente as absorbancias das solu¢des foram medidas a 420 nm em
espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido). As analises foram

realizadas em triplicata.
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4.8.2 Determinagdo de Acido 5-Cafeilquinico, Cafeina e Estimativa do Conteudo de Acidos

Clorogénicos

A metodologia empregada foi baseada na utilizada por Dias e Benassi (2015) e Kalschne
et al. (2019). As amostras foram diluidas em 4cido acético: agua (5:95 v v!), até uma
concentragio de aproximadamente 0,003 g mL! e filtradas (0,45 pm) (Millipore, EUA).

As andlises de cromatografia, até a etapa do DCCR, foram realizadas na Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Toledo utilizando o cromatdgrafo (Thermo Fischer
Scientific, 3000 LC System, Whaltam, Estados Unidos).

O extrato filtrado foi injetado (20 puL) no cromatografo. Como condigdo cromatografica,
foi empregada uma coluna Hypersil GOLD (150 x 4,6 mm, 3 pm) (Thermo Fischer Scientific,
Whaltam, Estados Unidos). A fase mével foi composta por acido acético/ agua ultrapura (5:
95 v v'') (A) e acetonitrila (B), sendo utilizado o seguinte gradiente de elui¢do: 1 min, 5% B; 5
min, 13% B; taxa de fluxo de 0,6 mL min!. A detec¢io foi fixada em 272 nm para cafeina e
320 nm para os acidos clorogénicos. As analises foram realizadas em duplicata a 25 °C.

A estimativa do conteido de acidos clorogénicos total foi estimada pela soma dos
compostos detectados a 320 nm com base em Budryn et al. (2009), utilizando o 5-ACQ como
quantificador padrao.

Solugdes com nove concentragdes conhecidas de cafeina na faixa de 5 pg mL™' a 65 pg
mL! (em duplicata) e solugdes com seis concentragdes conhecidas de 5-ACQ na faixa de 0,5
nug mL! a 30 ug mL™! (em duplicata) foram usadas para a calibragdo (R> = 0,99). Todos os
resultados foram expressos em base seca como mg de um composto 100 g! de café.

As etapas de validagdo dos modelos e de caracterizagdo de diferentes amostras de café
foram realizadas na Universidade Tecnologica Federal do Parand — Campus Medianeira. A
metodologia empregada foi adaptada da utilizada por Kalschne et al. (2020). As amostras para
validacdo experimental do DCCR e de café torrado para a etapa de comparagdo entre os cafés
foram diluidas em 4cido acético: d4gua (5:95 v v'!), até uma concentracio de aproximadamente
0,003 g mL"!, enquanto as de cafés verdes foram diluidas a uma concentracdo de 0,0005 g mL"
I'e filtradas (0,45 um). O extrato filtrado foi injetado (20 pL) no cromatografo (Ultimate 3000,
Thermo Scientific, Germering, Alemanha). A fase mével era composta por acetonitrila (A), e

4cido acético / agua ultrapura (5:95 v v'!) (B) com elui¢do de 10 min de 13% de A, taxa de
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fluxo de 1,7 mL min!. A detec¢do de cafeina e 5-ACQ foi fixada em 272 e 320 nm,
respectivamente, € a identificagdo foi baseada nos tempos de retengdo e espectros de UV.
Solugdes com dez concentragdes conhecidas de cafeina na faixa de S ug mL! a 65 pg
mL! (em duplicata) e solugdes com sete concentragdes conhecidas de 5-ACQ na faixa de 0,5
ug mL' a 60 ug mL"' (em duplicata) foram usadas para a calibragio (R> = 0,99). Todos os

resultados foram expressos em base seca como mg de um composto 100 g™! de café.

4.8.3 Determinacdo de Atividade redutora

Foi empregado o método de Folin-Ciocalteau, efetuado conforme Vignoli, Bassoli e
Benassi (2011). As amostras de extrato liquido de café 10% (g mL™), as amostras da etapa do
DCCR ¢ da avaliag¢ao dos diferentes cafés, foram diluidas 16 vezes, 1 mL de amostra em 15
mL de 4gua ultrapura. Para a avaliagdo dos extratos secos, 0,0583 g do extrato seco de café
canéfora torrado foram diluidas em 10 mL de agua ultrapura e na sequéncia 1 mL dessa solu¢ao
foi novamente diluido em 10 mL de dgua ultrapura, a mesma diluigdo foi realizada para 0,0547
g de café canéfora verde. A diluigdo do eritorbato de sédio foi de 0,1 g em 500 mL de agua
ultrapura.

Uma aliquota de 0,1 mL da amostra diluida foi adicionada de 7,5 mL de agua ultrapura
e na sequéncia, de 0,3 mL do reagente de Folin Ciocalteau 0,9 mol L. Apés agitacio, foram
acrescentados 1 mL de solucdo de NaxCO3 20% e 1,2 mL de agua ultrapura. A solucao foi
mantida no escuro a temperatura ambiente por 60 min e apds foi realizada a leitura em
espectrofotometro UV-Vis (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) a 765 nm.
As andlises foram realizadas em triplicata. Solugdes com cinco concentragdes conhecidas de
4cido galico na faixa de 0,42 mMol L' a 2,8 mMol L' (em duplicata) foram usadas para a
calibracdo (R? = 0,99). Os resultados foram expressos como g de 4cido galico (EAG) 100 g!

de amostra em base seca.
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4.8.4 Determinagio da Atividade Doadora de fons Hidrogénio ao Radical ABTS"

As amostras de extrato liquido de café 10% (g mL™), as amostras da etapa do DCCR e
da avaliagdo dos diferentes cafés, foram diluidas 20 vezes, 0,4 mL de amostra em 7,6 mL de
agua ultrapura. Para a avaliagdo dos extratos secos, 0,0583 g do extrato seco de café canéfora
torrado foram diluidas em 10 mL de agua ultrapura e na sequéncia 1 mL dessa solugao foi
novamente diluido em 5 mL de 4gua ultrapura, a mesma diluicao foi realizada para 0,0547 g de
café canéfora verde. A diluigdo do eritorbato de sodio foi de 0,1 g em 500 mL de dgua ultrapura.

A atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS<" foi avaliada conforme
descrito por Vignoli, Bassoli e Benassi (2012). A solu¢do de radicais ABTS foi produzida em
meio aquoso reagindo 7 mM de solugao estoque ABTS em 2,45 mM de persulfato de potéssio.
A mistura foi disposta em frasco escuro em temperatura ambiente por 16 horas. A solugdo de
ABTSe" foi diluida em tampdo fosfato (pH 7,4) até atingir absorbancia de 0,700 = 0,020 a 730
nm. Foi adicionado 10 pL da amostra diluida a 4 mL da solugdo de ABTS+ diluida e apos 6
minutos de reacdo foi realizada leitura em espectrofotdometro UV-Vis (PerkinElmer, Lambda
XLS, Beaconsfield, Reino Unido) a 730 nm. As andlises foram realizadas em triplicata.
Solugdes de etanol com concentra¢des conhecidas de Trolox na faixa de 0,1 a 0,8 mMol (em
duplicata) foram usadas para a calibracdo (R? = 0,99). Os resultados foram expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em g Trolox por 100 g de amostra em

base seca.

4.8.5 Determinacdo da Atividade Antioxidante Pela Captura Do Radical Livre DPPHe

A medida da atividade antioxidante pelo método DPPH foi baseada nas metodologias
de Guergoletto et al. (2020) e Vignoli, Bassoli e Benassi (2011). As amostras de extrato liquido
de café 10% (g mL™') e as amostras da etapa do DCCR com concentra¢des definidas conforme
Tabela 6, foram diluidas em 10 mL de etanol. Para a avaliagcao dos extratos secos, 0,0583 g do
extrato seco de café canéfora torrado foram diluidas em 10 mL de agua ultrapura e na sequéncia
1 mL dessa solugao foi novamente diluido em 5 mL de etanol, a mesma dilui¢ao foi realizada
para 0,0547 g de café canéfora verde. A dilui¢do do eritorbato de sddio foi de 0,1 g em 500 mL

de 4gua ultrapura.
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Aliquotas da amostra diluida (0,01 mL) foram adicionadas a uma mistura de 1 mL de
tampao acetato 100 mM (pH =5,5), 1 mL de etanol absoluto e 0,5 mL de solu¢do DPPHe (250
uM). Apos 30 minutos de reacdo no escuro a 25 °C, a absorbancia foi medida a 517 nm em
espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido). Juntamente foram
preparados o branco (sem amostra e ssm DPPH) e controle positivo (sem amostra). As analises
foram realizadas em triplicata genuina das amostras com medi¢des em duplicata.

O poder antioxidante das amostras 10% (g mL"') extraidas na primeira etapa, foi
calculado pela porcentagem de inibi¢do da atividade do radical livre (IA%), de acordo com a

Equagao 3:

Absorbanciagmostra

1A% = 100 — x 100 3)

Absorbanciagmostra controle

As amostras estudadas no DCCR e posteriores, por apresentarem diferentes
concentragoes, tiveram sua capacidade antioxidante medida por meio do uso da curva padrao
de Trolox (R2 = 0,99), no intervalo de 0,5 a 5,5 mMol L™, os resultados foram expressos como

equivalentes g de Trolox em 100 g de amostra, com base na massa seca.

4.9 Aplicacio Dos Extratos De Café Como Antioxidantes Naturais Em Linguica

Toscana

Os extratos de café canéfora verde e torrado foram aplicados em uma formulagdo
convencional de linguiga toscana (Tabela 2). Foram estabelecidas duas concentragdes de
extratos a serem utilizadas, sendo uma baseadas na literatura (DILNAWAZ; KUMAR; BHAT,
2017a) e a outra a partir da comparag¢do entre a atividade antioxidante do eritorbato de sddio e
dos extratos de café. As formulagdes desenvolvidas foram comparadas com formulagao padrao
com uso de antioxidante sintético.

Considerando os 2 extratos de café e duas concentracdes para cada extrato, foram
elaboradas 4 formula¢des com o uso de antioxidantes naturais € uma formulacao controle com
antioxidante sintético. Os produtos foram elaborados de acordo com a RDC n° 272 (BRASIL,
2019a) e Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (BRASIL, 2000).
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A formulagdo utilizada, estava de acordo com uma formulacdo padronizada e de uso
recorrente em aulas praticas ministradas nos Cursos Superiores de Tecnologia em Alimentos e
Engenharia de Alimentos da UTFPR, Campus Medianeira. O fluxograma do processo de
preparo das amostras pode ser visualizado na Figura 8.

A matéria-prima utilizada no preparo foi cedida pela Frimesa Cooperativa Central. O
preparo das amostras consistiu nas seguintes etapas, incialmente pesou-se a matéria-prima e os
insumos a serem utilizados, na sequéncia foi realizada a moagem da carne em um cutter
(MADO, Garant MTK 661, Alemanha), apds a moagem, a carne ja moida foi adicionada dos
demais ingredientes, exceto do antioxidante, e homogeneizada. Em seguida, a massa de carne
foi dividida em 5 parte e em cada uma delas foi adicionada a quantidade necesséria de
antioxidante, de acordo com a Tabela 2, a massa foi novamente homogeneizada e em seguida
embutida em tripa natural (em embutideira (IV20, série V195001, RB engineering, Italy). Apos
embutidas as amostras foram divididas, de acordo com as analises a serem realizadas, e entdo,
embaladas a vacuo (Microvac CV8, Selovac, Sao Paulo, Brasil). As amostras direcionadas para
analises microbiologicas e composi¢do centesimal foram, na sequéncia, levadas para anélise
em laboratdrio externo, as amostras para sensorial foram congeladas e as demais, para avaliacao
da estabilidade oxidativa ao longo de 30 dias, foram armazenadas sob resfriamento a (2 =2 °C).
Foram produzidos um total de 15 kg de amostra, divididos em 3 kg para cada formulacao

avaliada.

Tabela 2 - Formulacdes base para 10 kg de linguica toscana crua.

Ingredientes Formulag¢ao base (%)
Carne suina 91,04
Agua gelada 3,00
Gelo 3,00
Sal 2,00
Cura répida 0,20

Antioxidante *

Condimento para lingui¢a Toscana 0,50
Alho em po 0,10
Pimenta branca 0,02
Glutamato monossodico 0,10
Orégano 0,02
Tempero verde 0,02

*0,08% para formulagdo com eritorbato de sodio, 0,32 % de extrato de café verde, 0,32 % de extrato de café
torrado, 1 % de extrato de café verde e 1% extrato de café torrado;
Fonte: Autoria propria (2020).
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Figura 8 - Fluxograma do processo de preparo das amostras de lingui¢a toscana.

Pesagem da
matéria-prima

Homogeneizagdo Embutimento

Moagem da carne

Adicdo dos
antioxidantes

Separagdo da massa

em 5 partes
Embalagem a vacuo
Adic3o dos
ingredientes Homogeneizagio
(exceto antioxidante)
Armazenamento
a2+2°C

Fonte: Autoria propria (2020).

4.10 Avaliacao instrumental e fisico-quimica dos produtos elaborados

As amostras foram armazenadas sob resfriamento (2 = 2°C) pelo periodo de vida util de
30 dias, sendo que nos periodos de 0, 15, 20 e 30 dias, os produtos foram avaliados quanto a cor
(amostras cruas e assadas), Analise de Perfil de Textura (TPA), oxida¢do de gorduras e formacgao
de metamioglobina. Também foi avaliada a composi¢do centesimal inicial das amostras. As

metodologias estao descritas na sequéncia.

4.10.1 Composi¢ao centesimal

O teor de umidade, cinzas, proteina, carboidratos e extrato etéreo da formulagdo base
foram realizados em duplicata conforme os procedimentos e normas da AOAC (2005) em

laboratorio terceirizado.
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4.10.2 Medida instrumental de cor

A avaliacdo instrumental da cor foi realizada em quintuplicata tanto nas amostras cruas
quanto nas amostras assadas, preparadas em churrasqueira de fogdo em fogo médio por 40
minutos, utilizando-se o colorimetro Minolta CR 400 com iluminante D65 e angulo de visao de
10°. Os valores de L™ (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b” (componente
amarelo-azul), os resultados foram expressos no sistema de cor CIELAB. Foi analisada a
diferenga entre as amostras apenas no tempo 0, tanto para as amostras cruas quanto para as

amostras assadas.

4.10.3 Analise do Perfil de Textura

Foi realizada uma analise do perfil de textura (TPA) avaliando-se os parametros, dureza,
elasticidade, mastigabilidade e coesividade. A metodologia empregada foi baseada na utilizada
por Araujo et al., (2021). A andlise do perfil de textura foi realizada, em triplicata, com um
analisador de textura (Stable Micro Systems, TA.HD Plus, Vienna Court,, Reino Unido)
acoplado a um computador. As amostras foram previamente assadas em uma churrasqueira de
fogdo, em fogo médio por 40 minutos até a temperatura interna de 74 °C, resfriadas a
temperatura ambiente e posteriormente cortadas em cilindros de 2 cm de espessura e de
diametro, retirando-se as tripas. Eles foram entdo comprimidos em dois ciclos de compressao
consecutivos com uma sonda de 45 mm de diametro a uma velocidade de pré-teste de 1 mm s
! teste de velocidade e pos-teste de 5 mm s, distancia de 10 mm, tempo de 5 s e forga de

gatilho de 5 g, realizando uma compressao de 50% da altura da amostra.

4.10.4 Porcentagem de formagao de metamioglobina

Foram solubilizados 5 g de amostra em 25 mL de tampdo fosfato (40 mMol L) a pH
6,8, segundo Krzywicki (1982). A mistura foi homogeneizada com o auxilio de um Ultra Turrax

(IKA, T 18, Staulfen, Germany) a 6500 RPM por 30 min em banho ultratermostatico (7lab,
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SSD-10L, Rio de Janeiro, Brasil) a 4 °C. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado em
centrifuga refrigerada (Cientec, CT 5000R, Belo Horizonte, Brasil) a 5000 g por 30 min a 4 °C.
O sobrenadante foi filtrado com papel filtro Whatman n. 1 e a absorbancia lida em
espectrofotometro a 525, 572 e 700 nm. Os valores de metamioglobina foram obtidos conforme
a Equacdo 4, onde A ¢ a absorbancia encontrada no comprimento de onda correspondente ao

numero ao seu lado. A avaliagdo foi realizada em triplicata.

A572 — A700
) 0 (4)

% Metamioglobina = (1,395 ~ 4525 — 4700

4.10.5 Medida de oxidagao lipidica

A oxidagado lipidica foi determinada pelo indice de TBARS segundo a metodologia
descrita por Tarladgis et al. (1964) e modificado por Crackel et al. (1988) em duplicata. Para a
quantificagdo foram utilizados 10 g de amostra submetidos a hidrdlise com 98 mL de agua
deionizada, 2,5 mL de 4acido cloridrico 4 Mol L™, 2 mL de solucdo 0,5% de sulfanilamida em
20% de HCI e 2 gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 + 1,3 partes de Tween 20), em
erlenmeyer de 500 mL. Em seguida, esta solugdo foi destilada por 10 min e coletados 50 mL
do destilado, o qual foi homogeneizado e em triplicata, aliquotas de 5 mL foram transferidas
para um tubo de ensaio com tampa rosqueavel. Posteriormente, foi adicionado 5 mL de solucao
de TBA 0,02 Mol L e estes colocados em banho-maria a 85 °C por 35 min, resfriados a
temperatura ambiente e em seguida realizada a leitura em espectrofotometro UV - Visivel a 530
nm. Uma curva padrao (R*=0,99) foi preparada utilizando solu¢do de 1,1,3,3-tetractoxipropano
(TEP) em 4gua deionizada nas concentragdes de 1x107a 6x10° Mol L' de TEP. Para verificar
a exatiddo do método foi realizada a recuperagdo do mesmo a partir da comparacao de
absorbancias da solugdo padrdo, da solucdo padrdo adicionada de amostra, e da amostra. A
porcentagem de recuperacao foi de 92%. Os resultados foram expressos em mg de TBARS kg

' de amostra.
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4.11  Avaliacao sensorial dos produtos elaborados

As formulagdes foram processadas seguindo-se as normas de Boas Praticas de
Fabricacdo, apds o processo foram armazenadas sob congelamento até o momento da analise.

A avaliacio sensorial foi realizada apés a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UTFPR (parecer consubstanciado n°® 3.913.717) (ANEXO A) e
realizagdo de analises microbioldgicas que comprovassem que os produtos estdo aptos ao
consumo conforme exigido pela legislacdo brasileira por meio da Instru¢do Normativa n° 60 e
RDC n° 331 (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2019c), sendo:

Salmonella/25g (NF EN ISO 6579-1 2017 AMD 1:2020 E 6579-3 (2014));

Escherichia coli/g (PETRIFILM 3M CONTAGEM DE E. COLI, AOAC 998.08);
Aerdbios mesofilos/g (PETRIFILM 3M CONT. MESOFILOS AFNOR VALIDATION

3M 01/01-09/89). As andlises microbioldgicas foram realizadas em laboratdrio terceirizado.

As formulacdes foram avaliadas, quanto a aceitagao sensorial dos atributos cor, sabor,
odor, textura e aceitacdo global, por meio do teste sensorial afetivo de escala hedonica e
inten¢do de compra.

Para a avaliacdo sensorial, foram utilizadas amostras que haviam sido congeladas, com
4 dias da data de fabricagdo. As amostras foram assadas em churrasqueira de fogdo até
atingirem temperatura interna de 74 °C.

Os participantes receberam prévia orientagdo de como proceder durante as avaliagdes,
receberam também um questionario de avaliacao para conhecimento do perfil do participante
(APENDICE A), além de assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Cada
participante avaliou as 5 amostras, sendo estas servidas separadamente de forma aleatoria.

Para intencdo de compra foi utilizada uma escala estruturada de cinco pontos, onde 1 =
certamente ndo compraria € 5 = certamente compraria. Para o Teste de aceitacdo por escala
hedodnica foi utilizada escala de nove pontos onde 9 = gostei extremamente e 1 = desgostei
extremamente.

Para o célculo do Indice de Aceitabilidade de cada preparacio, foi utilizada a Equagao

5 (TEIXEIRA et al., 1987):

, 100
Indice de Aceitabilidade = A 5 (5)
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Em que, A ¢ a nota média obtida para o produto e B a nota méxima dada ao produto.
Os testes foram realizados por uma equipe piloto composta por 62 avaliadores nao
treinados, da comunidade académica, bem como, da comunidade externa. A ficha entregue aos

participantes ¢ mostrada na Figura 9.

Figura 9 - Ficha de avaliagdo do teste de escala Hedonica.

TESTE DE ESCALA HEDONICA — LINGUICA TOSCANA

Nome: Data: /]

Vocé estd recebendo uma amostra de linguica toscana. Por favor, deguste-a e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé
gostou ou ndo do produto.

Amostra:

9 - Gostei extremamente Aceitacao global
8 - Gostei muito Odor

7 — Gostei moderadamente Cor

6 — Gostei ligeiramente Sabor

5 —Nem gostei, nem desgostei Textura

4 — Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 — Desgoste muito

1 - Desgostei extremamente

Assinale com um “x” qual a sua intencdo de compra em relacio a este produto:

( ) Eu certamente compraria

( ) Eu provavelmente compraria

() Tenho davidas se compraria

( ) Eu provavelmente ndo compraria
() Eu certamente ndo compraria

Comentdrios:

Fonte: Autoria propria (2020).

4.11.1 Analise dos dados

Os dados obtidos foram avaliados por Analise de variancia (One Way para andlises
fisico-quimicas e main effects para andlise sensorial, ANOVA), seguido pelo teste de
comparagao de médias de Tukey (p < 0,05). As analises estatisticas foram efetuadas utilizando
o programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Os resultados foram expressos como

média + desvio padrao da média e considerado significativamente diferente quando p < 0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

63

5.1 Avaliacio do Processo e do Tipo de Solvente para Obtencao de Extratos de Café

A amostra de café arabica comercial utilizada nas etapas preliminares para determinacao

de tipo de processo, solvente e otimizacdo das condi¢des de processo ficou principalmente

retida na peneira de 20 Mesh (Tabela 3), desta forma a granulometria utilizada para as extragoes

foia de 0,85 a 1,00 mm.

Tabela 3 - Resultado da andlise granulométrica da amostra de café comercial.

Mesh mm Amostra retida (%) = DP
16 1,00 0
20 0,85 60,28 2,43
30 0,595 16,74 + 1,57
35 0,425 15,53+ 1,24
60 0,250 4,79 + 0,69
Fundo - 2,66+ 1,59

Fonte: Autoria propria (2020).

Os valores para a leitura instrumental de cor do café ardbica comercial foram L* = 20,65

+0,08,a* =8,05+ 0,11 e b* =16,31 £ 0,22, indicando ser um café de torra média (VIGNOLI

etal., 2014), com umidade de 4,68 + 0,14%, a qual se apresenta dentro do valor requerido pela

RDC n° 277 (menor do que 5%) (BRASIL, 2005) que determina o regulamento técnico para

café, cevada, chd, erva-mate e produtos soluveis.

Os resultados obtidos para atividade antioxidante e determinagdo de compostos escuros,

cafeina, 5-ACQ e estimativa de clorogénicos totais, para os extratos obtidos via incubadora

shaker, banho ultrassonico e processador ultrassonico, utilizando agua como solvente em

diferentes temperaturas, podem ser verificados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Influéncia da temperatura e do método de extragao no teor de compostos bioativos
e atividade antioxidante utilizando 4gua como solvente.

Temperatura Shaker Banho Ultrassonico Il};'ocess? d.or
de Extraciio trassonico
©C) Compostos Escuros
(UA)
30 0,087 + 0,005°8 0,112 £ 0,005 0,072 £ 0,004C
50 0,091 % 0,004°¢ 0,129 + 0,005 0,099 + 0,004°8
80 0,104 + 0,005%8 0,245 £ 0,008 0,109 + 0,005%8
Cafeina
(mg 100 g amostra'b. s.)
30 1163,70 + 83,444 962,94 + 66,928 1119,35 £ 54,0348
50 1022,28 £ 13,26% 1069,32 & 5,40%°B 1138,88 + 37,7204
80 1073,55 + 43,438 1204,64 + 85,564 1249,56 + 34,58
5-ACQ
(mg 100 g amostra'b. s.)
30 199,47 + 16,15% 160,12 + 5,514 119,80 + 2,558
50 217,72 £13,41%4 221,80 + 6,044 120,8 = 6,62a"8
80 244,01 £11,11%4 237,26 +1,30% 133,73 + 4,34%8
Contetido de Acidos Clorogénicos Totais
(mg 100 g amostra'b. s.)
30 643,99 + 57,544 551,14 +£26,70%A 595,47 £ 17,84%
50 718,20 + 48,9424 763,40 + 41,904 749,32 +£ 5,773
80 834,67 + 42,9048 990,77 + 91,603 779,19 £ 19,168
Atividade redutora
(g EAG 100 g amostra™ b. s.)
30 2,944 0,094 2,68 £0,12B 2,26+ 0,13
50 3,26 £0,07°4 2,96 + 0,088 2,70 +0,17°¢
80 3,85 +0,08% 3,62 +0,12%8 2,94 + 0,06°¢
Atividade Antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPH
1A (%)
30 33,57 +£ 0,824 18,13 +0,79C 26,21+ 0,828
50 37,98 +£ 0,864 26,13 +£0,71%€ 28,79 + 0,868
80 43,65 + 0,88 29,05 + 0,88 35,86 + 0,888
Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+e
(g EqTrolox 100g de amostra™ b.s.)
30 5,89+ 0,18 7,41 £0,18% 5,51 £0,28<C
50 7,45+ 0,278 10,08 = 0,31%A 6,20 £ 0,19%¢
80 9,32 +0,33%8 10,71 £+ 0,384 8,68 +0,29C

EAG: Equivalente de Acido Galico; IA: inibicdo da atividade do radical livre; b.s,: base seca; UA: unidade
arbitraria; Resultados expressos pela média + desvio padrido (n=4 para cafeina, 5-ACQ e clorogénicos totais ¢ n=9
para compostos escuros, atividade redutora, DPPH e ABTS); Médias com diferentes letras mintisculas sobrescritas
entre as linhas e letras maitisculas entre as colunas indicam diferenga significativa entre as extra¢des pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria (2020).

Por meio dos resultados mostrados na Tabela 4, foi possivel verificar que a temperatura
teve influéncia significativa nos resultados, sendo que os teores de compostos bioativos e
atividade antioxidante aumentaram significativamente (p < 0,05) com o aumento da
temperatura. Quanto ao método de extracdo a incubadora shaker foi significativamente (p <
0,05) mais eficiente na extragao de atividade redutora e atividade antioxidante pela captura do
radical livie DPPH, ja o banho de ultrassom apresentou teor de compostos escuros € ABTS

significativamente superior aos demais métodos, enquanto os maiores valores de 5-ACQ e teor
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total de acidos clorogénicos foram obtidos em shaker e banho ultrassonico, sendo estes
estatisticamente similares (p > 0,05). Os maiores valores de cafeina foram obtidos via
processador ultrassonico, porém estes foram estatisticamente similares aos obtidos por banho
ultrassonico. Os baixos valores obtidos via ultrassom com sonda provavelmente sao explicados
devido a necessidade do uso indireto do equipamento, sonda ultrassonica imersa em banho
d’4gua com a amostra disposta dentro de um Erlenmeyer colocado no banho, pois estudos como
os de Meregalli et al. (2020) e Wen et al. (2019) mostram maior eficiéncia desse equipamento
em relagdo a extracdo convencional, quando a probe ¢ inserida diretamente na amostra. Nao
foram encontrados trabalhos onde a sonda fosse aplicada indiretamente.

Bravo et al. (2013) aplicaram a extragdo convencional s6lido-liquido, em uma
concentragcdo de 0,06 g de café ardbica por mL de solvente (4gua), por 10 min a 80 °C e
observaram valores intermediarios de compostos escuros aos das trés extragoes realizadas no
presente estudo, 0,160 AU, e um valor menor para o teor de atividade redutora, 1,74 +£ 0,03 g
EAG 100 g'! em base seca. O teor de compostos escuros é dependente do nivel de torra do café,
pois quanto mais torrado, maior a concentragao de compostos escuros, resultantes da reagao de
Maillard, o que pode ter influenciado nessa semelhanga. J4 o maior teor de fenolicos observado
no presente estudo pode ser resultante do uso do shaker, banho de ultrassom e processador
ultrassonico, bem como pelo uso da menor razao amostra/ solvente.

Considerando os resultados das extragdes solido-liquido realizadas em shaker e banho
ultrassonico (Tabela 4), observou-se que os desempenhos na extragdo dos compostos bioativos
de interesse foram maiores que na extragao utilizando o processador ultrassonico, nas condi¢des
estudadas. Desta forma, decidiu-se avaliar novamente as extragdes via incubadora shaker e
banho de ultrassom, porém desta vez comparando o uso de dgua e solugdo etandlica de 30%
como solvente.

Os resultados obtidos para atividade antioxidante e determinag¢do de compostos escuros,
cafeina, 5-ACQ e estimativa de clorogénicos totais para os extratos obtidos via incubadora
shaker e banho ultrassonico utilizando agua e solucdo etandlica 30% sdo apresentados na

Tabela 5.



66

Tabela 5 - Influéncia da temperatura, do solvente e do método no teor de compostos bioativos
e atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir de diferentes condi¢des de extracdo.

Shaker Banho de Ultrassom
Temperatura de
Extracdo (°C) Solvente Compostos Escuros
UA)
50 Agua 0,077 + 0,00598 0,102 + 0,006
70 Agua 0,096 + 0,004°B 0,133 +0,007°A
50 Solugdo etanolica 30% 0,267 £ 0,005 0,313 + 0,007°4
70 Solugdo etandlica 30% 0,317 + 0,008%8 0,453 + 0,00524
Cafeina
(mg 100 g b.s.)
50 Agua 968,98 + 61,758 1137,20 + 8,034
70 Agua 1114,70 £ 57,39 1152,00 £ 43,31%
50 Solugéo etandlica 30% 1304,46 + 12,3824 1201,54 + 63,2628
70 Solugdo etandlica 30% 1346,01 + 51,684 1257,26 + 23,768
5-ACQ
(mg 100 g b.s.)
50 Agua 211,83 + 0,65 221,78 + 8,06%
70 Agua 239,52 + 4,03%A 241,17 +7,77*
50 Solugdo etanodlica 30% 239,03 + 10,174 243,19 + 3,792A
70 Solugdo etandlica 30% 253,42 +2,9724A 251,30 + 8,612A
Contetdo de Acidos Clorogénicos Totais
(mg 100 g b.s.)
50 Agua 733,39 +5,8134 746,52 + 49,8134
70 Agua 767,11 + 86,60%4 836,06 + 69,69*4
50 Solugdo etandlica 30% 826,87 + 43,30 765,67 + 25,28
70 Solugdo etandlica 30% 930,12 £ 56,2334 895,88 + 33,534
Atividade redutora
(g EAG 100 g''b.s.)
50 Agua 3,05+ 0,109 3,34+ 0,109
70 Agua 3,42 +0,10B 3,58 + 0,06°A
50 Solugéo etanolica 30% 4,40 + 0,094 4,24 + 0,068
70 Solucdo etanolica 30% 4,80+ 0,10%B 5,18+0,15%
Atividade Antioxidante pela Captura do Radical
Livre DPPH
1A (%)
50 Agua 34,83 + 1,989 40,07 + 0,869
70 Agua 39,97 + 1,758 45,47 + 0,63
50 Solucio etanolica 30% 51,83 + 1,388 53,95 + 0,594
70 Solucdo etandlica 30% 56,01 + 0,588 58,94 + 1,593
Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical
ABTS+e
(g EqTrolox 100g™! bs.)
50 Agua 7,71+ 0,419 10,39 + 0,209
70 Agua 8,97 + 0,49°B 11,25+ 0,36
50 Solucdo etandlica 30% 10,70 + 0,458 11,94+ 0,314
70 Solucdo etanolica 30% 12,38+ 0,218 13,37 £ 0,29

EAG: Equivalente de Acido Galico; IA: inibicdo da atividade do radical livre; Eq: Equivalente; UA: unidade
arbitraria; b.s,: base seca; Resultados expressos pela média + desvio padrio (n=4 para cafeina, 5-ACQ e
clorogénicos totais € n=9 para compostos escuros, atividade redutora, DPPH e ABTS); Médias com diferentes
letras minusculas sobrescritas entre as linhas e letras maiusculas entre as colunas indicam diferenga significativa
entre as extra¢des pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria (2020).

Os resultados mostrados na Tabela 5 confirmaram que o aumento da temperatura

aumenta significativamente (p < 0,05) a extragdo de compostos bioativos, ainda, esses
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resultados indicam a importancia da posi¢do do Erlenmeyer no banho de ultrassom, pois nessa
segunda etapa de avaliagdo dos métodos de extracdo o banho de ultrassom apresentou
resultados superiores em comparacdo a incubadora shaker na maioria dos resultados
(compostos escuros, atividade redutora, DPPH e ABTS), os resultados de 5-ACQ e
clorogénicos totais foram estatisticamente similares (p > 0,05) em ambos os métodos. Apenas
o maior valor de cafeina, com diferenca significativa do obtido em ultrassom, foi alcangado na
extracdo com shaker. Esses resultados vao de encontro a outros estudos que mostram maior
eficiéncia da extragdo assistida por ultrassom em relacao a extracdo convencional com agitagao
(REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017; SAIFULLAH et al., 2020).

Os resultados também mostraram que a mistura de 4gua e etanol extraiu
significativamente maiores quantidades de compostos antioxidantes do que a d4gua,
confirmando a eficiéncia do uso de solugdo etandlica na extragdo de compostos antioxidantes,
assim como nos resultados encontrados por Bravo et al. (2013), Kim et al. (2016) e Oliveira et
al. (2019). A influéncia do aumento da temperatura na extracdo de compostos bioativos, se deve
ao fato do calor tornar as paredes celulares permeaveis, aumentando a solubilidade e a difusao
dos compostos a serem extraidos e diminuindo a viscosidade dos solventes, facilitando dessa
forma, a extragdo (OLIVEIRA, 2014).

A maior eficiéncia do banho ultrassonico possivelmente decorre do fenomeno de
cavitacdo, onde bolhas formadas pelas ondas ultrassonicas crescem e colapsam, criando pontos
quentes e condicdes locais extremas que aceleram as reagdes bioquimicas em sua vizinhanga.
O colapso dessas bolhas gera ondas de choque e colisdo que causam a fragmentacao na estrutura
celular, facilitando o acesso do solvente aos compostos bioativos € aumentando assim as taxas
de transferéncia de massa na camada limite da matriz s6lida (KUMAR; SRIVASTAV;
SHARANAGAT, 2021). Enquanto a maior eficiéncia da mistura etandlica provavelmente
ocorre devido as caracteristicas quimicas dos compostos fenolicos, que contém grupos hidroxila
(polar), benzoico (apolar) e cetona (polar) em sua estrutura (KIM et al., 2016), sendo assim, a
mistura de etanol em agua, que exibe significativa polaridade e também ¢ suficientemente
anfifilico para interagir com moléculas apolares, extrai, com mais eficiéncia, os compostos
bioativos

Desta forma, definiu-se como melhor método de extragdao o banho de ultrassom, como
melhor solvente a solugio etandlica (30%, v v'!) em uma temperatura de 70 °C. Definidos os
parametros preliminares de extracdo, com o objetivo de otimizar a obtencdo do extrato de café,

aplicou-se um delineamento composto central rotacional.
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5.2 Otimizac¢io da Extracio de Compostos Antioxidantes

Os resultados experimentais obtidos para as seis respostas avaliadas na extragdao de
compostos antioxidantes do café sdo mostrados na Tabela 6.

A média do teor de compostos escuros variou de 0,236 a 0,778 UA, a de cafeina de
1241,14 a 1502,14 mg 100 g! b. s., 0 de 5-ACQ de 123,14 a 269,66 mg 100 g' b. s., e a de
4cidos clorogénicos de 503,90 a 1309,40 mg 100 g b. s., j4 a de teor de atividade redutora nos
extratos variou de 4,14 a 7,22 g EAG 100 g!' b. s, a atividade antioxidante pela captura do
radical livre DPPH de 4,32 a 11,12 g Eq de Trolox 100 g! b. s e a atividade doadora de ions
hidrogénio ao radical ABTS+» de 6,61 a 21,37 g Eq de Trolox 100 g! b. s.

Os resultados obtidos para os extratos obtidos nas condi¢des do DCCR apresentaram
boas quantidades de teores de compostos bioativos e atividade antioxidante. Vignoli, Bassoli
e Benassi (2011) avaliaram o teor de compostos bioativos e atividade antioxidante de extratos
de caf¢ arabica soluveis de 12 tipos de torras (L*=12 a 31). Para a cafeina obteve valores médios
de 4,7 g 100 g sdlidos soluveis”, com teores de 5-ACQ decrescendo de 5,96 a 0,22 g 100 g
solidos soltiveis™! com o aumento da torra. Para atividade antioxidante observaram-se valores
proximos a 17 g 4cido galico 100 g soélido soluveis™ pelo método de Folin e valores médios na
faixa de 20 a 40 g Trolox 100 g solido soltiveis pelo método ABTS.

Considerando o teor de solidos dos extratos obtidos nas condi¢des do DCCR (Tabela
7), podemos estimar teores aproximados em fun¢do dos solidos soliveis de cafeina na faixa de
5,51 210,01 g 100 g de sdlidos soltiveis™, para 5-ACQ de 0,56 a 1,46 g 100 de sélidos soluveis
!, de atividade antioxidante de 20,52 a 40,10 g acido galico g 100 de solidos solveis™ pelo
método de Folin e 36,04 a 118,70 g Trolox g 100 de s6lidos soltiveis™ pelo método ABTS
(APENDICE B — Tabela 22). Ou seja, em fungio das condig¢des experimentais estudadas, foi

possivel obter extratos de café com o dobro de cafeina e 2 a 3 vezes mais atividade antioxidante.
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Tabela 6 - Compostos bioativos e atividade antioxidantes em extratos de café arabica obtidos por extragdo hidroalcdolica assistida por ultrassom
utilizando um delineamento central composto rotacional 2° com triplicata no ponto central.

Condicées de extracao

Compostos bioativos

Ensaio X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 ) Ya ) Ys Ys Y7
(min) %) g/ mL o metngtns) O k) 00g by 100 b5y
1 5(-1) 25 (-1) 5/100 (-1) 0,331 £0,004 1401,5+71,4 175,1 £13,0 679,2 £42.7 5,24 £ 0,09 9,76 = 0,79 11,82 +£0,89
2 15 (1) 25 (-1) 5/100 (-1) 0,352 £ 0,005 1379,9 +108,2 163,4 £ 13,6 681,1 £22.2 5,02 +0,15 9,50 +£0,26 11,14 £0,74
3 5(-1) 35(1) 5/100 (-1) 0,748 + 0,003 1368,9 + 35,7 162,9+82 607,2 +£49,7 5,61+0,12 11,12+0,27 11,06 0,69
4 15 (1) 35(1) 5/100 (-1) 0,778 £ 0,005 1490,0 + 157,1 190,2 £2,7 971,1 £45,6 6,28 £0,12 10,05 +0,29 14,56 £ 0,62
5 5(-1) 25 (-1) 15/ 100 (1) 0,332 + 0,004 1302,0+117,0 160,1 £5,7 626,3 +44,2 4,39 £ 0,06 7,77 £0,12 10,58 £0,17
6 15 (1) 25 (-1) 15/ 100 (1) 0,321 £ 0,004 1281,9 £ 33,9 1652 +7,4 633,4+61,8 4,74 £ 0,05 8,18+0,13 13,78 £0,25
7 5(-1) 35(1) 15/100 (1) 0,330 £ 0,004 1267,3 £29,6 169,9 + 8,9 740,8 +£59,3 4,73 £ 0,09 7,90 £0,12 8,17 +0,25
8 15 (1) 35(1) 15/100 (1) 0,312 +0,003 1303,7+19,2 182,5 £ 16,4 6283 +£27,8 4,90 £ 0,03 8,11 +£0,10 8,26 £0,22
9 1.6 (-1.68) 30 (0) 10/ 100 (0) 0,503 + 0,004 1298,6 24,6 1394 +£1,9 625,5+40,9 4,81 +0,05 8,26 £ 0,08 8,81+0,27
10 18.4 (1.68) 30 (0) 10/ 100 (0) 0,506 + 0,004 14423 +£164,0 167,1 £2,1 699,8 £12,2 5,14 +£0,07 9,21 +£0,28 9,70 £ 0,24
11 10 (0) 21,6 (-1.68) 10/ 100 (0) 0,236 = 0,003 1241,1 £28,1 1379+5,4 503,9 +£33,3 4,14 £0,07 7,84 £0,15 6,61 £0,39
12 10 (0) 38,4 (1.68) 10/ 100 (0) 0,531 £ 0,004 1427,4 +144,8 165,7 £ 16,1 717,6 £75,5 5,39 +£0,07 9,84 £0,15 9,07 £0,27
13 10 (0) 30 (0) 1.6/ 100 (-1.68) 0,473 £ 0,005 1362,7 £24,9 137,1£5,8 688,4+454 7,22+0,31 4,32 +£0,23 21,37+1,10
14 10 (0) 30 (0) 18.4/ 100 (1.68) 0,290 £ 0,003 1254,2 £48,0 123,1+2,8 647,2+9,6 4,51 +£0,04 7,44 £0,15 7,96 £1,9
15 10 (0) 30 (0) 10/ 100 (0) 0,408 + 0,003 1485,4 +168,9 263,8+79 13094 + 14,4 4,72 £0,08 8,64 +£0,31 8,58 £0,13
16 10 (0) 30 (0) 10/ 100 (0) 0,408 + 0,004 1502,1 £92,6 269,7 £3.,8 1254,8 £ 93,0 4,77 £0,08 8,54 +£0,23 8,16 0,16
17 10 (0) 30 (0) 10/ 100 (0) 0,406 + 0,003 1358,3 +130,7 266,7 £5.8 12821 +71,6 4,79 + 0,00 8,47 +£0,23 8,45+0,23

X1: Tempo; X2: Proporgdo d etanol em agua; X3: Razdo amostra/ solvente; Y : Compostos escuros; Y»: Cafeina; Y3: 5-ACQS5; Y4: Conteudo de acidos clorogénicos; Ys:
Atividade redutora; Ye: Atividade Antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPH; Y7: Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+e; EAG: Equivalente de
Acido Galico; IA: inibi¢do da atividade do radical livre; Eq: Equivalente; UA: unidade arbitraria; b.s.: base seca; Resultados expressos pela média + desvio padrio (n=4 para
cafeina, 5-ACQ e clorogénicos totais e n=9 para compostos escuros, atividade redutora, DPPH ¢ ABTYS).
Fonte: Autoria propria (2020).
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Tabela 7 - Solidos soluveis.

Ensaio °Brix Ensaio °Brix Ensaio °Brix
1 14,0+ 0 7 22,7+ 0,47 13 18,0+ 0
2 14,3+ 0,47 8 22,3+ 0,47 14 22,0+0
3 20,7+ 0,47 9 20,3 +0,47 15 18,7 £ 0,94
4 20,0+ 0 10 20,0+0 16 19,7 £ 0,47
5 20,0+ 0 11 16,7 £ 0,47 17 20,0+0
6 20,0+ 0 12 22,7+0,47 - -

Resultados expressos pela média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Autoria propria (2020).

Os resultados obtidos no experimento foram superiores quando comparado aos obtidos
por Marcucci et al. (2013) que avaliaram 33 cafés soluveis comerciais de 17 diferentes marcas
(tradicionais e gourmets), com teores médios para cafeina na faixa de 2,32 a 4,08 g 100 g
amostra™, para 5-ACQ de 0,38 a 2,66 g 100 g e na estimativa de compostos escuros
absorbancias de 0,26 a 0,48. Para a capacidade redutora, os autores observaram valores de 9,91
a 15,41 g 4cido galico 100 g™ pelo método de Folin e valores médios na faixa de 20,30 a 37,02
g Trolox 100 g! para a atividade antioxidante pelo método ABTS.

Na Tabela 8 sdo exibidos os valores dos efeitos das varidveis independentes e suas
interacdes para as respostas teores de compostos escuros, cafeina, acido 5 — cafeoilquinico,
acidos clorogénicos, atividade redutora, atividade doadora de ions hidrogénio ao radical

ABTS+- ¢ atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH.

Tabela 8 - Efeitos estimados para as varidveis resposta do rendimento do processo.

(continua)
Variavel Resposta Parametro Efeito Err(~) t(11)  p-value
Padréo
Mean 0,395 0,012 32,883 0,000%*
X1 0,004 0,020 0,215 0,833
Compostos Escuros X2 0,194 0,020 9,849 0,000*
Y X3 -0,179 0,020 -9,073 0,000%*
X1 0,080 0,020 9,849 0,000%*
X2X3 -0,214 0,026 -8,283 0,000*
t(9)
Mean 1447,391 32,722 44233 0,000*
X1 52,396 30,751 1,704 0,123
X2 55,350 55,350 1,800 0,105
Cafeina X3 -97,890 30,750 -3,183 0,011*
Y2 X2 -47,090 33,877 -1,390 0,198
X2? -72,704 33,877 -3,146 0,060
X3 -91,023 33,877 -2,687 0,023*

X1X2 49,801 40,160 1240 0,246
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Tabela 8 - Efeitos estimados para as varidveis resposta do rendimento do processo.

(conclusdo)
Variavel Resposta Parametro Efeito P]j(;lligo t9) p-value
Mean 264,471 11,978 22,080 0,000%*
X1 11,674 11,256 1,037 0,327
X2 12,965 11,256 1,152 0,279
5-ACQ X3 -5,464 11,256 -0,485 0,639
Ys X -65,357 12,400 -5,270 0,000*
x2? -66,357 12,401 -5,351 0,000*
X3 -81,717 12,401 -6,590 0,000%*
X1X2 11,645 14,700 0,792 0,449
Mean 1276,202 50,360 25,342 0,000%*
X1 56,434 47,326 1,192 0,264
X2 100,625 47,326 2,126 0,062
Acidos Clorogénicos Totais X3 -55,538 47,326 -1,173 0,271
Y4 xi? -399,337 52,138 -7,659 0,000%*
x2? -436,096 52,138 -8,364 0,000*
x3? -395,688 52,138 -7,589 0,000*
X1X3 -117,783 61,807 -1,906 0,089
t(11)
Mean 4,791 0,090 53,340 0,000%*
X1 0,222 0,148 1,504 0,161
Atividade redutora X2 0,620 0,148 4,197 0,001%*
Ys X3 -1,163 0,148 -7,875 0,000%*
X3 0,722 0,151 4,767 0,000%*
X2X3 -0,284 0,193 -1,470 0,169
Mean 8,911 0,607 14,690 0,000*
Atividade Antioxidante pela Captura do X 0,128 0,759 0,169 0,869
Radical Livre DPPH X2 0,782 0,759 1,031 0,325
Ye X3 -0,472 0,759 -0,621 0,547
Xo? 0,569 0,799 0,712 0,491
X3 -1,529 0,800 -1,914 0,082
Mean 8,668 0,683 12,695 0,000%*
Atividade doadora de ions hidrogénio ao X 1,118 1,122 0,996 0,341
radical ABTS-+e X2 -0,165 1,122 -0,147 0,886
Y, X3 -4,442 1,122 -3,957 0,002*
X3 4,502 1,151 3,911 0,002*
X2X3 -2,648 1,466 -1,806 0,098

*

p <0,05
x1: Tempo (min); x»: Propor¢do Etanol em Agua (%); x3: Razdo Amostra/ Solvente (m v'!).
Fonte: Autoria propria (2020).

Para as varidveis compostos escuros, cafeina, 5-ACQ, acidos clorogénicos totais, teor
de atividade redutora e DPPH, os termos lineares do tempo e proporcao etanol em agua tiveram
efeitos positivos, entretanto o tempo nado foi significativo (p> 0,05), ja a proporgao etanol em
agua foi significativa para Y1, Ys, 0 que mostra que quanto maior a propor¢ao etanol em agua
maior a quantidade extraida de compostos escuros e compostos fendlicos.

O termo razao amostra/ solvente teve efeito negativo para todas as varidveis, nao sendo

significativo apenas para 5-ACQ, acidos clorogénicos totais e DPPH, mostrando que, na faixa
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estudada, quanto maior a quantidade de solvente em relacdo a amostra, maior as extragdes de
compostos bioativos e atividade antioxidante.

O termo quadratico do tempo foi positivo e significativo (p < 0,05) para a variavel
compostos escuros e significativo, mas negativo para 5-ACQ e acidos clorogénicos totais, do
teor de etanol em agua foi positivo e significativo para 5-ACQ e acidos clorogénicos totais,
enquanto o termo quadratico da amostra/ solvente foi positivo e significativo para teor de
atividade redutora e ABTS e negativo e significativo para cafeina, 5-ACQ e acidos clorogénicos
totais. A existéncia de termos quadraticos significativos (p < 0,05) mostra que a superficie de
resposta contém curvatura.

Os dados obtidos por meio da andlise de variancia (ANOVA) do modelo estdo

demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Analise de variancia dos modelos.

Fonte de Soma dos Graus de  Quadrado F F _valor
Variacio Quadrados Liberdade Médio cateulado tabelado P
Regressdo 0,351 5 0,070 52,746 3,204  0,000%*
Compostos ¢ iduos 0,015 11 0,001
Escuros
Total 0,366 16 0,023
Regressao 87551,36 7 12507,34 3,877 3,293 0,031%*
Cafeina Residuos 29030,81 9 3225,65
Total 116582, 16 7286,39
Regresséo 28944,07 7 4134,87 9,567 3,293 0,002%
5-ACQ Residuos 3889,89 9 43221
Total 32833,96 16 2052,12
Acidos Regressao 981445,44 7 140206,49 18,351 3,293 0,000%
Clorogénicos Residuos 68763,91 9 7640,32
Totais Total 1050208,35 16 65638,02
Teor de Regressio 7,94516 5 1,589 21,357 3,204  0,000%
Atividade Residuos 0,818425 11 0,074
redutora Total 8,763587 16 0,548
Atividade Regressio 12,76895 4 3,192 1,768 3,259 0,200
Antioxidante Residuos 21,66435 12 1,805
pela Captura do
Radical Livre Total 34,43329 16 2,152
DPPH
Atividade Regressio 151,45410 5 30,291 7,047 3,204 0,004*
do-adoraA d.e ions Residuos 47,2831 11 4298
hidrogénio ao
radical ABTS+e Total 198,7372 16 12,421

*p <0,05
Fonte: Autoria propria (2020).
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Verificou-se (Tabela 9) que os modelos encontrados para as respostas Y1, Y2, Y3, Ya,

Yse Y7, ou seja, exceto para Y¢ (DPPH), foram significativos dentro da faixa estudada e podem

ser utilizados para representar os dados experimentais. Os modelos quadraticos, significativos

(p <0,05) com o coeficiente de regressio (R?) e 0 R%justado, 530 mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Modelos quadraticos do DCCR para a predicdo das varidveis respostas.

Variavel Resposta Modelo R?>  Rljustado
Y; = 0,395 + 0,002x; + 0,097x, — 0,090x5 + 0,04x2 0060 0,04
Compostos Escuros —0,107x,x5 ) ,
Y, = 1447,391 + 26,198x, + 27,675x, — 48,945x;
Cafeina — 23,545x? — 36,352x2 — 45,511x2 0,751 0,557
+24,901x,x,
Ys; = 264,471 + 5,837x, + 6,482x, — 2,732x5 —
5-ACQ 0,881 0,789
32,679x2 — 33,178x2 — 40,858x2 + 5,823x, X,
Y, =1276,202 + 28,217x, + 50,313x, — 27,769x5
Acidos  Clorogénicos —199,668x7 — 218,048x% — 197,844x% 0,934 0,884
Totais
- 58,892x1X3
— _ 2
Teor de Atividade Y5 = 4,791 + 0,111x; + 0,310x, — 0,581x3 + 0,360x3 0907 0,864
redutora —0,142x,x5
Atividade doadora de Y, = 8,668 + 0,559x; — 0,083x, — 0,221x5 + 0,251x2
ions hidrogénio ao 0,762 0,654
—1,324x2

radical ABTS+e

x1: Tempo (min); x»: Propor¢do Etanol em Agua (%); x3: Razdo Amostra/ Solvente (m v™').

Fonte: Autoria propria (2020).

Constata-se que os coeficientes de determinac¢do obtidos, indicam boas correlagdes entre

as respostas obtidas experimentalmente e os modelos matematicos. Desta forma, foi possivel

gerar as superficies de contorno para estas variaveis (Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15).



Figura 10 - Superficie de contorno para avaliagdo do rendimento dos compostos escuros
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Figura 11 - Superficie de contorno para avaliacdo do rendimento do teor de cafeina.
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Figura 12 - Superficie de contorno para avaliacdo do rendimento do teor de 5-ACQ.
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Figura 13 - Superficie de contorno para avaliacdo do rendimento do teor estimado de acidos
clorogénicos.
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Figura 14 - Superficie de contorno para avaliacdo da atividade redutora.
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Figura 15 - Superficie de contorno para avaliacdo do rendimento da atividade doadora de
ions hidrogénio ao radical ABTS+-.
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As Figura 10, 14 e 15 mostram que ndo foi obtido um ponto 6timo de extracdo na faixa

estudada, mas € possivel verificar que quanto maior a propor¢ao etanol em 4gua e quanto menor
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a razdo amostra/solvente maior foi a quantidade de compostos escuros, teor de atividade
redutora e atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+e obtida, o que mostra que
na faixa estuda, ndo havia solvente suficiente para a extragdo maxima de compostos que
poderiam ser extraidos. Ja as Figuras 11, 12 e 13 mostram que a extragdo de cafeina, 5-ACQ e
clorogénicos totais mostrou-se otimizada no ponto central.

Para definir os melhores parametros de extra¢do, buscando obter a melhor atividade
antioxidante e obtencdo dos compostos antioxidantes avaliados foi realizada a analise de
desejabilidade que permite obter os valores 6timos dos parametros investigados.

A Figura 16 mostra o grafico dos perfis dos valores otimizados, a fungdo de

desejabilidade e os valores otimizados dos trés pardmetros experimentais escolhidos.

Figura 16 - Perfil dos valores previstos/otimizados e da desejabilidade.
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Os trés primeiros graficos da esquerda para a direita, mostram o comportamento do
rendimento de cada resposta em fun¢do de cada um dos fatores independentes, enquanto o
quarto mostra a desejabilidade para o rendimento dessa resposta, sendo 0 (desejabilidade
minima) e 1 (desejabilidade maxima), para o rendimento maximo. Os graficos inferiores
mostram a desejabilidade para cada fator separadamente e também a global, que foi de 0,65
(65%). As linhas vermelhas tracejadas na vertical mostram os valores 6timos para cada variavel
independente, que seriam 14,2 minutos, propor¢do de etanol em agua de 34,2% e uma razao
amostra/solvente (m v'') de 5,8/100. Nestas condi¢des espera-se obter um teor de compostos
escuros de 0,666 UA, de 1492,3 mg 100 g! (b. s.) de cafeina, de 204,62 mg 100 g! (b. s.) de 5-
ACQ, de 1003,7 mg 100 g! (b. s.), de acidos clorogénicos, de 6,04 g EAG 100 g™! (b.s.) de teor
de atividade redutora e de 13,47 g Eq de Trolox 100 g (b.s.) de atividade doadora de ions
hidrogénio ao radical ABTS+s.

Além disso, com a aplicacao da funcdo desejabilidade constatou-se que o estudo ndo s6
resultou em um ponto 6timo, mas sim, em uma regido otimizada, mostrando que maiores teores
de bioativos e consequente maior atividade antioxidante podem ser obtidos na regido proxima
ao ponto central do planejamento, ou seja, entre 10 e 15 minutos, 30 a 35% de etanol em agua
e 5a 10 g de amostra em 10 mL de solvente, o que pode ser melhor observado nas superficies

de respostas apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 - Superficies de contorno para a fung¢ao desejabilidade.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Determinada as condi¢des experimentais 6timas, foi realizada a validagdo dos modelos
nos parametros 14,2 minutos, proporcao de etanol em adgua de 34,2% e razao amostra/solvente
(m v'!) de 5,8/100. Por ter sido encontrada uma regido 6tima de extracdo na regido do ponto
central, novas extracdes também foram realizadas nesses parametros para comparagdo com o
ponto 6timo. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 11.

Apesar da existéncia de desvios entre os resultados experimentais e preditos, pode-se
considerar que os resultados obtidos no ensaio de validagdo foram satisfatorios, obtendo-se
desempenhos de 93% para atividade redutora, 160 % para 5-ACQ e 111% para Cafeina e
ABTS+e para o ponto 6timo e de 154% para 5-ACQ, 91 % para cafeina, 78% para atividade
redutora e 81% para ABTS+e para o ponto central. Também se verifica que a extragdo no ponto
otimo foi significativamente (p < 0,05) mais eficiente que no ponto central para todos os

parametros avaliados, exceto para 5-ACQ onde as respostas foram estatisticamente similares.
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Tabela 11 - Resultados preditos e experimentais obtidos nas condi¢des de ponto 6timo de
processo e repeticdo do ponto central.

Vardveis Resposta Previsto pelo  Experimental no  Repeti¢cio no ponto

modelo* ponto 6timo central
Cafeina (mg 100 g' b.s.) 14923 1653,85 + 109,44 1364,2 + 50,68
5-ACQ (mg 100 g b.s.) 204,62 326,95+ 15,84 315,4 + 20,94
Atividade redutora (g EAG 100 g'! b. s.) 6,04 5,64+ 0,084 4,74+ 0,078
ABTS++ (g Eq Trolox 100 g b. s.) 13,47 14,90 = 0,914 10,89 + 0,548
DPPH- (g EqTrolox 100 ¢! b. s.) - 7,27 + 0,204 7,00 + 0,278

*Modelos reparametrizado, constituidos apenas dos pardmetros estatisticamente significativos.

b.s.: base seca; Resultados expressos pela média + desvio padrao (n=9). Médias com diferentes letras maitsculas
sobrescritas entre as colunas indicam diferenga significativa entre as extragdes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2020).

Fazendo-se uma comparagdao dos resultados experimentais obtidos no ponto 6timo
utilizando o ultrassom, com os resultados obtidos utilizando o shaker (70 °C, solugdo etandlica
30%), Tabela 5, € possivel constatar que houve um aumento de 23% para a cafeina, 29% para
0 5-ACQ, 17% para atividade redutora e de 20% para o ABTS, confirmando a maior eficiéncia
do uso do ultrassom em relacdo ao shaker ¢ a influéncia do método ¢ condigoes de extracao

utilizados.

53 Caracterizacao de Diferentes Amostras de Café

A granulometria das diferentes amostras de café utilizada para as extragdes nas
condig¢des otimizadas do processo foi a de 0,85 a 1,00 mm, mantendo-se assim um padrdo em
relacdo as amostras de café utilizadas inicialmente. A avaliacao da medida instrumental de cor

e a umidade das amostras sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Medida instrumental de cor e umidade das diferentes amostras de café.
Medida Instrumental de Cor

Amostra L* o b Umidade (%)
Café Arabica verde 55,65 +£0,15° -0,71 £ 0,144 24,16 £0,27* 9,30+ 0,11
Café Arabica torra média 22,27 £0,30° 8,86 +0,05° 16,85 +£0,12°¢ 5,40 £ 0,07
Café Conilon verde 56,12 £0,14° -0,25 +£0,03° 23,01 +0,04° 11,11 +£0,07
Café Conilon torra média 30,26 + 0,43° 9,38 +0,082 23,22 +0,22° 4,36 + 0,04

Resultados expressos pela média = desvio padrao (n=3).

M¢édias com diferentes letras mintsculas sobrescritas entre as linhas indicam diferenga significativa entre as
extragdes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2020).
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Os valores da Tabela 12 mostram que os cafés verdes apresentam coloracao
significativamente (p < 0,05) semelhante, enquanto os torrados apresentam maiores diferengas
estatisticas, principalmente na luminosidade (L*) que ¢ inferior no café arabica torrado e no
parametro b* [amarelo (+) e azul (-)]. O que sugere que a torra do café arabica era maior do que
a do robusta. Comparando os resultados com a amostra comercial utilizada (Item 5.1) verifica-
se que a luminosidade da amostra comercial e da amostra de café ardbica torrada possuem um
valor préximo, mas ainda assim, a amostra comercial era mais “escura”, ou seja, mais torrada.

A caracterizagdo, quanto ao teor de compostos escuros, cafeina, 5-ACQ e contetido de
acidos clorogénicos e quanto a atividade antioxidante avaliada pelos métodos atividade
redutora, DPPH e ABTS, dos extratos obtidos a partir das diferentes espécies de café¢ C.
canephora e C. arabica, verde e torra média, obtidos nos pontos otimo e central, sdo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Caracterizagao dos diferentes tipos de café, quanto ao teor de compostos bioativos
e atividade redutora e quanto a atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e ABTS.

Atividade
AA pela doadora de
Atividade Captura do ions hidrogénio
Amostra Compostos Cafeina (mg 100 5-ACQ (mg redutora Radical Livre ao radical
Escuros (UA) gb.s.) 100 g b.s.) (g EAG 100 DPPH ABTS+e
glh.s.) (g EqTrolox (g Eq Trolox
100 gl b.s.) 100 g b.s.)
CTO 0,364 +0,013° 1881,8 £ 18,8° 482,9 £21,6° 8,66 +0,14° 9,49 £ 0,37¢ 16,28 = 1,00°
ATO 0,505 +0,035° 1652,6 + 47,44 703,8 +38,3¢ 4,29 £0,198 6,42 +0,51¢ 12,09 0,384
CTC 0,303 £0,016¢ 1764,1 34,84 4273 £8,1° 7,36 £0,32¢ 10,28 £0,27° 15,28 £1,47%
ATC 0,379 +0,018° 1244,9 +52,0° 464,5 £ 35,7° 3,41 £0,14" 7,83 +£0,19¢ 11,61 1,224
CVO - 3148,1 £13,5° 6706,4 £23,5°  9,54+0,40* 13,21 +0,68* 14,52 +1,16°
AVO - 2145,01 +106,88>  5439,6 £393,1°>  6,35+0,20° 10,08 = 0,16 20,54 £ 1,04?
CcvC - 3114,83 £ 50,042 6417,1 £22,0°  8,04+£0,14° 13,74 +£0,392 12,93 £ 0,784
AVC - 2210,76 +43,87°  5286,8 £259,5*  5,724+0,17° 10,21 £0,40° 15,31 £0,34%

CTO: Café conilon torrado com extragdo no ponto 6timo; ATO: Café arabica torrado com extragdo no ponto 6timo;
CTC: Café conilon torrado com extragdo no ponto central; ATC: Café arabica torrado com extragdo no ponto
central; CVO: Café conilon verde com extracdo no ponto 6timo; AVO: Café arabica verde com extragdo no ponto
otimo; CVC: Café conilon verde com extragdo no ponto central; AVC: Café arabica verde com extragdo no ponto
central; b.s.: base seca; Resultados expressos pela média + desvio padrao (n=9); Médias com diferentes letras
minusculas sobrescritas entre as linhas indicam diferenga significativa entre as extra¢des pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Fonte: Autoria propria (2020).

Avaliando os resultados mostrados na Tabela 13, verifica-se que os extratos das
amostras de café ardbica torrado apresentaram maior teor de compostos escuros, o que vai de
encontro aos resultados da andlise colorimétrica, que mostraram que a amostra de café ardbica

utilizada estava mais torrada do que a de café canéfora.
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Os cafés da espécie Coffea canephora verde apresentaram uma quantidade
significativamente (p < 0,05) maior de cafeina e também de 5-ACQ, seguidos pelos cafés verdes
da espécie Coffea arabica, o que ¢ explicado pelo fato desses cafés nao terem passado pelo
processo térmico de torra, que altera sua composicdo e destroi uma parte de seus compostos
bioativos, como explicado por Cid e de Pena, (2015) e Vignoli et al., (2014). Verifica-se
também, que mesmo a cafeina sendo um composto termicamente mais estavel que o 5-ACQ,
grande parte dela também ¢ perdida no processo de torra. Nao houve diferenca significativa (p
> (0,05) entre a extragao no ponto 6timo e no ponto central na obtencao de 5-ACQ e no caso da
cafeina, houve diferenga apenas para os cafés torrados, onde a extragdo foi mais eficiente no
ponto 6timo, os casos onde ndao houve diferenga vao de encontro ao que as superficies de
contorno mostraram, que existe uma regido o6tima de extracdo e ndo apenas um ponto.

E possivel verificar que os extratos que apresentaram maior, atividade antioxidante, nos
parametros utilizados no estudo, foram os da espécie Coffea canephora verde e torrado, tanto
na extracao no ponto 6timo como na extra¢cao no ponto central.

Dessa forma, comprovou-se que a espécie de café utilizada como matéria-prima para a
extracdo juntamente com a otimizagdo dos parametros da extragdo dentro de uma regido 6tima
permite obter extratos com potencial para serem utilizados como substitutos dos antioxidantes
sintéticos em produtos carneos crus.

Por fim, a partir dos resultados mostrados na Tabela 13, os 2 extratos de café canéfora
torrado e verde extraido no ponto 6timo, com resultados mais promissores na atividade antioxidante,
foram escolhidos para serem aplicados em uma formulagdo convencional de linguica toscana.

Na Figura 18 so apresentados os extratos de café canéfora, verde e torra média, obtidos

apos a secagem em spray dryer.

Figura 18 - Extratos de café canéfora, verde e torra média, secos em spray dryer.
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Fonte: Autoria propria (2021).
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Na Tabela 14 estdo dispostos os resultados da comparagdo da atividade redutora e
atividade antioxidante (ABTS e DPPH) entre os extratos secos de café (canéfora, verde e torra

média) e o eritorbato de sédio.

Tabela 14 - comparagdo entre os extratos de café secos e eritorbato de sddio.

Atividade AA Pela C‘aptura do Atividade doadora de ions hidrogénio
I redutora Radical Livre DPPH .
Antioxidante (@ EAG 100 g b (g EqTrolox 100 g b ao radical ABTS+e
g ) b & 9 g0 (2 Eq Trolox 100 g b. s.)
Café torrado 27,25+ 0,16 53,25+2,89 41,35+ 1,12
Café verde 24,79 + 0,84 37,75 £ 0,35 42,93 £ 1,57
E“t:gz?go de 80,01 + 0,46 119,75 + 10,09 124,70 + 0,92

Fonte: Autoria propria (2021).

Como os resultados observados (Tabela 14) para o eritorbato de s6dio foram entre 3 a 4
vezes maiores que para os extratos de café, decidiu-se utilizar uma concentragdo 4 vezes maior
de extrato de café. Como a concentragdo de uso sugerida pelo fornecedor de eritorbato era de

0,08%, definiu-se 0,32% para os extratos de cafés.

54 Aplicacdo Dos Extratos De Café Como Antioxidantes Naturais Em Linguica

Toscana

5.4.1 Composicao centesimal

A Tabela 15 mostra os resultados das andlises de composi¢do centesimal, cinzas,
proteina, carboidratos, umidade e gordura, para as amostras da linguica, onde € possivel
constatar que os padrdes fisico-quimicos de maximo 70% de umidade e de 30% de gordura e
minimo de 12% de proteina, estabelecidos pelo RTIQ para linguigas (BRASIL, 2000) foram

atendidos.



Tabela 15 - Composic¢do centesimal das amostras.

Composicio decimal (%)

Cinzas 3,42 +0,17
Proteina bruta b.u. 13,02 +£0,03
Carboidratos totais 1,68 0,02

Umidade 56,12 + 0,43
Gordura 26,54 £ 0,20

b.u.: base umida; Resultados expressos pela média + desvio padrdo (n=2).
Fonte: Autoria propria (2021).

5.4.2 Medida instrumental de cor
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Os resultados mensurados para cor, tanto para amostras cruas quanto para as assadas,

sdo apresentados na Tabela 16. O aspecto visual das linguigas no dia do preparo e ao longo da

vida util, 0, 10, 20 e 30 dias, sdo mostrados nas Figuras 19 e 21.

Figura 19 - Aspecto da massa e das linguicas padrdo e com extratos de cafés, tempo 0.

a) Massa e linguiga toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; b) Massa e linguiga toscana com 0,32% de
extrato de café canéfora verde; c) Massa e linguiga toscana padrdo (com eritorbato de sodio); d) Massa e linguiga
toscana com 0,32% de extrato de café canéfora torra média; d) Massa e linguiga toscana com 1% de extrato de

café canéfora torra média;
Fonte: Autoria propria (2021).
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Tabela 16 - Valores de cor para os parametros luminosidade L*, a* (vermelho/ verde) e b*
(amarelo/ azul) para as formulagdes de linguica toscana com extrato de café e com antioxidante

sintético, para amostras cruas ¢ assadas.

Cor Dias CV 1% CV 0,32% P CT 0,32% CT 1%
Linguica Crua
0 55,07 £2,92%A 59,54 +0,87*4B 58,06+ 1,83*4B 51,91 +1,02" 40,58+ 1,374
L 10 57,47+2594 64,84 + 2,904 56,38 £ 1,48"B 49,58 + 1,68* 39,69 + 2,06"
20 55,88+ 1,814 59,33 +2,10°B 60,80 + 1,054 51,52 + 3,194 39,95+ 1,774
30  55,81+0,954 55,89 + 0,578 54,49 + 1,038 4737+ 1,124 42.14 + 0,04*
0 14,85 + 0,90°4 8,59 + 1,64C 14,49 + 0,904 12,58 £ 0,46®4 11,67 = 0,50
o 10 13,55+0,76% 11,88+ 1,168 12,38 + 1,68°B 12,84 +2,61° 10,01 + 0,884
20 12,731,864 16,36 + 0,164 13,85 + 0,094 9,9 +(0,224B 10,72 £ 0,124
30 8,31+0,51B 11,42 +0,945¢ 8,94 +0,73B 7,23 + 0,748 6,82 + 0,338
0 14,77 £ 0,07 11,66 + 0,308 10,87 + 0,694 17,96 + 0,624 16,74 + 1,222bAB
- 10 16,21+0,854 11,18 + 0,628 9,10+ 0,738 18,36 + 0,284 15,23 + 0,678
20  11,20+0,728 13,39 + 0,624 11,02+ 0,124 16,33 + 1,534 15,82 + 0,898
30 16,12+0,344 14,58 + 0,394 11,46 + 0,114 17,71 £ 1,14* 18,74 + 0,46"
Linguica Assada
0 60,58 + 0,902 60,63 + 1,234 60,99 + 1,332 4931 +2,60° 40,31 + 0,68
L 10 57,22+1,524 57,29 +0,16" 58,52 +0,68* 49,14 + 0,554 39,41 +0,36"
20 59,73 +0,60° 57,52 + 0,254 60,65+ 1,574 4829 + 2,347 41,58 + 1,68%
30 61,17+1424 60,02+ 1,714 62,11+ 1,70 51,79 + 0,424 4278 + 2,054
0 9,91 + 0,968 13,04 +£ 0,272 14,87 0,414 9,97 + 0,758 9,33+ 0,33
o 10 12,09+1,324 12,32+ 0,80% 14,92 £0,61* 10,85+ 0,58% 9,61 + 0,494
20 8,11+ 1,468¢ 9,34 + 0,688 9,78 £ 0,768 7,91 + 0,848¢ 8,18+ 0,684
30 5,35+0,10° 8,07 + 0,598 9,18 + 0,588 5,80+ 0,41¢ 6,38+ 0,138
0 14,07 £ 0,708 11,19+ 0,718 10,64 + 0,30°C 17,67 £0,20°5¢ 14,3 +0,30%C
b 10 13,24+0,058 10,58 = 0,548 12,05+ 0,645¢ 17,13 +0,16€ 16,22 £ 0,665¢
20 16,61 £0,354 14,69 + 0,314 14,48 £0,9748 19,56+ 0,414 17,75 + 0,884B
30 16,49+0,314 15,15+ 0,224 15,63 + 1,46* 18,310,158 19,67 + 0,824

CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de
extrato de café canéfora verde; P: linguica toscana padrio (com eritorbato de sédio); CT1%: Linguiga toscana
com 1% de extrato de café canéfora torra média; CT0,32%: Lingui¢a toscana com 0,32% de extrato de café
canéfora torra média; Resultados expressos pela média + desvio padrdo (n=5); Médias com diferentes letras
minusculas sobrescritas entre as colunas e letras maitsculas entre as linhas indicam diferencga significativa entre
as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2021).

Analisando a coloragdo entre as amostras no tempo 0, pode-se verificar que para o
parametro L*, as amostras padrao (P) e com 0,32% (CV0,32%) e 1% (CV1%) de extrato de
café verde foram similares (p < 0,05), essas amostras apresentaram um valor superior para o
L*, indicando que sdo mais claras, ja as amostras com extrato de café torrado mostraram um
valor de L* significativamente (p < 0,05) menor, sendo a com 1% de extrato (CT1%) a mais
escura. O mesmo foi verificado tanto para as amostras cruas quanto para a assadas. Essa
diferenca ja era esperada devido a coloragdo marrom do extrato de café torrado, e pode ser
observada na Figura 19.

Em relacdo ao parametro a*, para as linguigas cruas, as amostras CV1%, P e CT0,32%

(0,32% de extrato de café torrado), apresentaram maiores valores em direcao ao vermelho,
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similares (p < 0,05), seguidas por CT1% e CV0,32% que foram significativamente (p < 0,05)
diferentes. Ja no caso da linguica assada, o parametro a* foi maior para as amostras P e
CV0,32%, estatisticamente similares entre si.

Para as amostras cruas, o parametro b* foi significativamente (p < 0,05) maior, em
dire¢do ao amarelo) para as amostras CT1% e CT0,32% (estatisticamente similares (p < 0,05)),
o que pode ser explicado pela tonalidade marrom do extrato utilizado nessas amostras, seguida
pela CV1% e pelas amostras P e CV0,32%, com as duas ultimas sendo significativamente (p <
0,05) similares.

Para a linguica assada, b* foi significativamente (p < 0,05) maior para CT0,32%,
seguida por CT1% e CV1% e depois por P e CV0,32%.

Apesar da diferenca significativa (p < 0,05) encontrada entre os parametros a* e b*, para
as diferentes amostras, ao se observar o diagrama do sistema CIELAB, Figura 20 - Diagrama
do espago de cor CIELAB, ¢ possivel verificar que todas as amostras ficaram na mesma regiao

de tonalidade.

Figura 20 - Diagrama do espago de cor CIELAB.

EA;‘:‘-arelo) L*a’b* cromaticidade do espago de cor
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Fonte: SENAI (2021).

Em relacdo a mudanca de cor ao longo da vida 1til, 30 dias, ¢ possivel verificar (Tabela
16) que, para o iluminante L*, ndo houve diferencga significativa (p < 0,05) para nenhuma das
amostras assadas, e que para as linguicas cruas, houve diferenca apenas para a amostra P e

CV0,32%. Porém, nos dois casos, a amostra no tempo 0 ¢ significativamente (p < 0,05) igual
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as em 30 dias, o que significa que essa diferenca possivelmente ocorreu devido a caracteristica
do produto, que ¢ formado por uma mistura majoritaria de carne e gordura, desta forma,
possivelmente, apesar de ter sido realizada uma mistura homogénea no preparo, a amostras que
ficaram mais claras, apresentavam maior quantidade de pontos brancos de gordura.

Em relacdo ao pardmetro a*, a maioria das amostras apresentaram valores
significativamente (p < 0,05) maiores no tempo 0 e menores no tempo 30 dias, o que
provavelmente ocorreu devido ao inicio da oxidagdo da oximioglobina, de coloracdo vermelho
em metamioglobina, de coloragdo marrom, como o explicado por Faustman et al., (2010).

J& para b*, as amostras apresentaram valores significativamente (p < 0,05) menores no
tempo 0 e maior no tempo 30 dias, ou seja, a tonalidade foi em dire¢do ao amarelo, que também
indica o inicio da oxidagao das amostras.

A variabilidade dos resultados dos parametros a* e b* que sdo verificados na Tabela 15,
provavelmente também se deve a caracteristica heterogénea do produto, ndo apresentando uma
cor uniforme. As amostras, ao longo dos tempos 10, 20 e 30, podem ser observadas na Figura

21.

Figura 21 - Aspecto visual das amostras de lingui¢a toscana ao longo da vida 1til, 10, 20 e 30

dias.
Cv0,32% CV 1% CT0,32% CT 1%
10 Dias = A8 ‘ ‘
20 Dias
30 Dias

8 44(

P: linguica toscana padrdo (com eritorbato de sodio); CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café
canéfora verde; CV1%: Lingui¢a toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CT0,32%: Linguica toscana
com 0,32% de extrato de café canéfora torra média; CT1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora
torra média;

Fonte: Autoria propria (2021).
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5.4.3 Analise do Perfil de Textura

Na Tabela 17 estdo dispostos os valores para o perfil de textura das linguicas dos
parametros Dureza (N), Elasticidade (mm), Coesividade e Mastigabilidade (N mm™), onde é
possivel verificar que ndo houve diferenga significativa, nem entre as amostras, nem ao longo
da vida util, para os pardmetros dureza e elasticidade

Para o parametro coesividade, as amostras CT0,32% e CT1% apresentam valores
significativamente (p < 0,05) iguais e maiores do que CV1% e CV0,32%, enquanto P
apresentou um valor intermedidrio, significativamente (p < 0,05) igual a CT0,32%, CV0,32%
e CV1%, porém essa diferenca so6 foi verificada no tempo 0, nos demais tempos avaliados, todas
as amostras apresentaram valores de coesividade significativamente (p < 0,05) iguais. Ao longo
do tempo, CV 0,32%, CV1% e CT1% apresentam diferengas significativas (p < 0,05), porém
nao foi uma variacgao linear, tendo amostras nos dias 0 significativamente (p < 0,05) igual ao
dia 30, o que pode ser consequéncia da caracteristica da massa heterogénea do produto.

No caso da mastigabilidade, houve uma diminuicao significativa (p < 0,05), ao longo
do tempo, na amostra CV1%, mas as demais amostras apresentaram valores estatisticamente
similares ao longo dos 30 dias. No dia 20 as amostras apresentaram diferencas significativas (p
< 0,05) de mastigabilidade, tendo CTO0,32% apresentado o maior valor, que foi
significativamente (p <0,05) igual a P e CV 0,32%, sendo esses dois ultimos significativamente
(p < 0,05) iguais a CT1%, enquanto CT 1% foi significativamente igual a CV1%. No dia 30,
CV0,32%, CT0,32% e CT1% apresentaram os maiores valores de mastigabilidade, sendo
estatisticamente similares (p < 0,05), sendo CT0,32% e CT1% também significativamente (p <
0,05) iguais a CV1%, esse ultimo também foi significativamente (p < 0,05) igual a P.

Novamente, ndo hd uma uniformidade nas diferencas significativas (p < 0,05) entre as
amostras, € como ndo houve diferenga ao longo do tempo, essa disparidade possivelmente,
também ¢ explicada pelas caracteristicas do produto e ndo por uma altera¢do dos diferentes

antioxidantes utilizados.
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Dia p CV 0,32% CV 1% CT 0,32% CT 1%
0 42,38 + 0,87% 47,79 + 423 44,55 + 3 37% 4737 £ 1,24%A 46,63 + 1,28
Dureza 10 4334+ 1,57% 45,91 + 9,00 44,53 +2,35% 45,47 + 3,79% 46,88 + 1,36
(N) 20 45,43 + 3,99%A 43,40 £ 2,97 45,66 + 1,78 44,04 + 1,922 45,34 + 2,96
30 42,19 + 5,01 45,87 + 3,65% 45,41 + 3,20% 45,16+ 3,712 45,48 + 2,60°
0 0,892 = 0,003% 0,854 + 0,020°A 0.843 £ 0,008 0,826 + 0,037* 0,843 £ 0,027**
Elasticidade 10 0,873 £ 0,009 0,911 + 0,059 0,870 £ 0,037 0,857 + 0,022 0,878 + 0,033
mm 20 0,870 £ 0,020 0,880 + 0,045 0,840 £ 0,021 0,876 + 0,036 0,861 + 0,013
30 0,870 + 0,020% 0,904 + 0,030% 0,859 + 0,024 0,851 + 0,016 0,861 + 0,022
0 0,581 + 0,007>A 0,505 £ 0,005 0,551 = 0,048°AB 0,663 £ 0,039%A 0,694 + 0,036*
Coesividade 10 0,585 + 0,006 0,618 +0,017 * 0,570 + 0,012 @A 0,570 + 0,012 * 0,638 + 0,078 B
20 0,578 + 0,037 0,523 + 0,0324® 0,524 + 0,013%® 0,575 + 0,033 0,544 + 0,03294B
30 0,526 + 0,033* 0,509 + 0,039:8 0,526 + 0,018%® 0,537 + 0,063* 0,542 + 0,023
0 22,35+ 1,02% 2523 + 0,56 23,79 + 3,06 25,58 + 1,04% 23,74+ 0,30°
Mastigabilidade N mm- 10 2531 + 3,45% 25,77 + 5,002 2321 +2,91% 18,85 + 3,34% 19,87 + 3,57
20 23,46 + 1,044 25,47 £ 2,604 15,43 + 0,428 25,89 + 2,424 19,61 + 1,78bA

30

18,12 +3,07A

26,96 + 2,528

18,43 + 1,16 beAB

26,21 + 2,424

23,62 + 2,50%¢A

CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café canéfora verde; P: linguica toscana padrao (com
eritorbato de sodio); CT1%: Linguiga toscana com 1% de extrato de café canéfora torra média; CT0,32%: Linguica toscana com 0,32% de extrato de café canéfora torra média;
Resultados expressos pela média + desvio padrao (n=3); Médias com diferentes letras mintisculas sobrescritas entre as colunas e letras maitisculas entre as linhas indicam

diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2021).
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Os resultados observados no TPA, indicam que ndo houve um processo de oxidagdo
avancado até o final da vida util, pois normalmente, o grande numero de compostos gerados
durante os processos de oxidagdo afetam adversamente a textura dos produtos carneos (SHAH;

BOSCO; MIR, 2014).

5.4.4 Medida de oxidagao lipidica

A andlise de oxidagdo lipidica por meio da metodologia de TBARS quantifica o
composto malonaldeido, um dos principais produtos de decomposi¢ao dos hidroperéxidos dos
acidos graxos formados durante o processo de oxidagao.

Os valores de TBARS das amostras com extrato café e com eritorbato de sodio estao
dispostos na Tabela 18. E possivel observar que nio houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre as amostras e nem entre a mesma amostra ao longo do tempo, nos dias 0, 10 e 20. No dia
30, todas as amostras apresentaram valores de TBARS significativamente (p < 0,05) superiores
aos demais dias. Entre as amostras, no dia 30, valores significativamente (p < 0,05) similares
entre si e superiores as demais amostras, foram observados entre as amostras CV 0,32% e CT
0,32%. As amostras P, CV1% e CT1% exibiram valores de TBARS significativamente (p <
0,05) iguais.

Tabela 18 - Resultado da andlise de TBARS (mg de TBARS kg! de amostra) para as
amostras de linguica toscana com extrato de café como antioxidante e com eritorbato de sodio
durante a vida util de 30 dias.

Amostra 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
CV 1% 0,681 + 0,0564° 0,696 + 0,0594° 0,677 + 0,0684° 9,605 + 1,0368
CV 0,32% 0,612 £ 0,0564° 0,595+ 0,0714° 0,577 £ 0,0794° 13,205 + 0,56142
P 0,662 + 0,0384° 0,697 £ 0,0654° 0,628 + 0,0484b 10,842 + 0,668B2
CT 0,32% 0,671 £ 0,0564° 0,671 £ 0,0494° 0,687 £ 0,0674° 13,912 £ 0,91642
CT 1% 0,655 £ 0,0544° 0,687 + 0,0454° 0,644 + 0,0714° 9,529 + 0,5328B

Resultados expresso em mg de TBARS kg'! de amostra; CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café
canéfora verde; CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café canéfora verde; P: linguica toscana
padrao (com eritorbato de s6dio); CT1%: Lingui¢a toscana com 1% de extrato de café canéfora torra média;
CT0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café canéfora torra média; Resultados expressos pela média
+ desvio padrdo (n=5); Médias com diferentes letras minusculas sobrescritas entre as colunas e letras maiusculas
entre as linhas indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2021).
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Esses resultados indicam que a formag¢do de malonaldeido s6 ocorreu de forma
consideravel depois de 20 dias de armazenamento e também que o uso de 1% de extrato de
café, tanto verde quanto torra média, foram equivalentes ao uso de 0,08% do antioxidante
sintético eritorbato de sddio.

Dilnawaz; Kumar e Bhat, (2017b) avaliaram o uso de 1% extrato de café ardbica verde
em blocos de carne de carneiro reestruturados ao longo de 21 dias e obtiveram valores
semelhantes ao deste estudo até o dia 14, sendo que no estudo apresentado pelos autores, a
amostra com 1% apresentou menores valores em relagdo ao controle sem adicdo de
antioxidantes.

Kim, Cho e Han, (2013) avaliaram a aplicagdo de 0,5% extratos naturais de folhas
verdes (extrato de Chamnamul e extrato de Fatsia), utilizando 0,5% de hidroxitolueno butilado
(BHT) como controle positivo em hamburgueres, armazenados a 4 °C por 12 dias. Seus
resultados mostraram valores semelhantes para as amostras com extrato naturais ¢ com BHT e
superiores em relagdo a amostra controle sem antioxidante.

Em geral, a maioria dos estudos envolvendo aplicacdo de antioxidantes naturais em
produtos carneos resfriados, mostram um estudo de vida util de no maximo 18 dias
(DILNAWAZ; KUMAR; BHAT, 2017b; KIM; CHO; HAN, 2013; PATEIRO et al., 2018;
VALENCIA et al., 2008) onde, os resultados encontrados para a formagdo de malonaldeido,
sao semelhantes ou superiores aos encontrados neste estudo, o que mostra que a aplicacao de
extrato de café como antioxidantes apresentou resultados satisfatorios de reducdo do processo
de oxidacao.

Os limites sugeridos para TBARS (equivalentes MDA), para que ocorra deteccdo de
rango pelo consumidor, sdo de 0,5 mg kg ! no caso de carnes e 1,0 mg kg ! para linguigas
(BLOUKAS; PANERAS; FOURNITZIS, 1997) o que indica que a acdo antioxidante dos
extratos de café foi eficiente para controlar a oxidagao lipidica nas amostras de linguica até o

20° dia, assim como o eritorbato de sodio.

5.4.5 Porcentagem de formagao de metamioglobina

Os resultados obtidos pela analise de formagdo de metamioglobina sao mostrados na

Tabela 19.
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Tabela 19 - Resultados de formag¢do de metamioglobina (%) para as linguicas toscanas com
extrato de café e com eritorbato de sddio durante a vida util de 30 dias.

Tempo

(dias) P CV 0,32% CV1% CT 0,32% CT1%
0 72,24 £ 0,194 75,17 +£ 0,47 76,58 + 0,724 74,19 £ 0,194 77,40 + 0,414
10 73,30 + 0,404 74,53 +£ 0,520 76,83 + 0,823 74,33 +£0,43% 77,48 +£0,18%
20 73,36 + 0,474 74,92 + 0,32 76,98 + 0,25% 73,78 + 0,084 76,98 + 0,044
30 72,79 + 0,299 74,80 + 0,84b¢A 76,21 + 0,324 73,91 +0,35¢44 76,88 + 0,333

CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CV0,32%: Linguica toscana com 0,32% de
extrato de café canéfora verde; P: linguiga toscana padrdo (com eritorbato de s6dio); CT1%: Linguica toscana
com 1% de extrato de café canéfora torra média; CT0,32%: Linguica toscana com 0,32% de extrato de café
canéfora torra média; Resultados expressos pela média + desvio padrdo (n=3); Médias com diferentes letras
minusculas sobrescritas entre as colunas e letras maiusculas entre as linhas indicam diferenga significativa entre
as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2021).

Os resultados de formacdo de metamioglobina mostram que houve diferenca
significativa (p < 0,05) nos resultados entre as amostras mesmo no dia 0, sendo maiores valores
obtidos para as amostras CV1% e CT1%, com maior quantidade de extrato de café, o que pode
significar que os resultados foram influenciados pela colorag@o dos extratos, ndo sendo possivel
utiliza-los para comparacao entre as diferentes amostras. Ja4 ao longo dos 30 dias, ndo houve
diferenga significativa (p < 0,05) para nenhuma das amostras estudadas. Desta forma, apesar de
ter ocorrido uma mudanga significativa (p < 0,05) na cor das amostras no final da vida 1til, ndo
foi verificada uma formagdo de metamioglobina significativa. Esses resultados confirmam a

eficiéncia dos extratos de cafés como antioxidantes aplicados a linguica toscana.

5.4.6 Analise Sensorial

Os resultados obtidos para as andlises microbiologicas foram, < 1,0 x 10 para
Escherichia coli UFC g (duplicata), 7 x 10° e 5 x 10* para Aerobios meséfilos UFC g'le
auséncia para Salmonella em 25 g (duplicata), atendendo o estabelecido pela Normativa n°® 60
e RDC n° 331 (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2019c).

Dos 62 avaliadores que participaram da analise sensorial, 42% foram homens e 58%
mulheres, em relagdo a faixa etaria, 73% possuiam entre 18 a 35 anos, e 27% entre 36 a 65

anos, sendo que 42% possuiam ensino superior incompleto e 42% superior completo ou mais.
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98% dos avaliadores disseram possuir o habito de consumir produtos carneos, sendo que 81%
disseram fazer isso a0 menos uma vez por semana, 89% disseram consumir carne suina, 44%
ocasionalmente e 32% até 3 vezes por semana. Dos produtos de carne suina mais consumidos
a linguica toscana foi a mais citada (27%), seguida pela calabresa (26%) e da carne in natura
(21%). No geral, 84% disseram consumir linguica toscana, com uma frequéncia de,
ocasionalmente (47%), uma vez ao més (35%), 3 vezes por semana (13%), nunca (3%) e
diariamente (2%). 79% dos participantes disseram buscar alimentos com ingredientes mais
sauddveis e os parametros que eles avaliam na aquisicdo de produtos cérneos seguiram a
seguinte ordem de importancia, aparéncia (29%), preco (24%), qualidade nutricional e marca
(16% cada) e prazo de validade (14%).

O aspecto das amostras depois de preparadas pode ser observado na Figura 22 e os
resultados da avaliagdo sensorial dos atributos cor, sabor, odor, textura e aceitagdao global, por
meio do teste de escala hedonica e também de inten¢do de compra na Tabela 20. Os resultados

do indice de aceitabilidade podem ser observados na Tabela 21.

Figura 22 - Aspecto das amostras de linguica apos assadas.

a) Linguiga toscana padrdo (com eritorbato de sddio); b) Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café canéfora
verde; c) Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; d) Linguica toscana com 1% de extrato de
café canéfora torra média; e) Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café canéfora torra média.

Fonte: Autoria propria (2021).
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Tabela 20 - Resultados da avaliagdo sensorial por meio do teste de escala hedonica.

Aceitacao Intencao
Global de compra
CV 1% 6,76 +1,50°  7,19+1,39* 7,16+1,43% 732+1,56*  7,34+1,09%  3,85+0,91%
CV0,32%  743+1,16® 7,71+£1,05® 7,63+£137® 7,68+1,19°  7,77+1,07® 4,21+0,86%
P 7,81+1,24* 8,00+0,88* 8,19+1,01* 7,92+1,37* 8,19£091*  4,53+0,98°
CT 1% 5,76 £1,93¢  473+2,18¢  577+222¢ 637+2,08°  581+1,88¢  2,92+1,15¢
CT 0,32% 6,84+£1,73  615+194° 6,92+1,85° 731=+1,56* 7,03+1,48°  3,66+1,07°
CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de
extrato de café canéfora verde; P: linguiga toscana padrdo (com eritorbato de sodio); CT1%: Linguiga toscana
com 1% de extrato de café canéfora torra média; CT0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café
canéfora torra média; Resultados expressos pela média + desvio padrio (n=62); Médias com diferentes letras
minusculas sobrescritas entre as linhas indicam diferenga significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p <
0,05).
Fonte: Autoria propria (2021).

Amostra Odor Cor Sabor Textura

Tabela 21 - Indice de aceitabilidade para as diferentes amostras de linguica analisadaas.

Indice de aceitabilidade (%)

Amostra .
Aceitacao Global Aroma Cor Sabor Textura
CV 1% 81,54 75,09 79,93 79,57 81,36
CV 0,32% 86,38 82,62 85,66 84,77 85,30
P 91,04 86,74 88,89 91,04 87,99
CT 1% 64,52 63,98 52,51 64,16 70,79
CT 0,32% 78,14 75,99 68,28 76,88 81,18

CV1%: Linguica toscana com 1% de extrato de café canéfora verde; CV0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de
extrato de café canéfora verde; P: linguiga toscana padrdo (com eritorbato de s6dio); CT1%: Linguica toscana
com 1% de extrato de café canéfora torra média; CT0,32%: Linguiga toscana com 0,32% de extrato de café
canéfora torra média.

Fonte: Autoria propria (2021).

Em relagdo ao odor as amostras P e CV0,32% apresentaram valores estatisticamente
similares entre si e superiores as demais amostras, sendo CV0,32% também significativamente
simlar a CT0,32%, as amostras com piores avaliacdes foram CT1% e CV1%, possivelmente
devido a maior concentracao de café que alterou o odor padrdao do produto.

A cor foi melhor avaliada, sem diferencga significativa nas amostras P e CV0,32%,
seguidas da amostra CV1% que também foi significativamente similar a CV0,32%. CT1% teve
a pior avaliagdo de cor, seguida pela amostra CT0,32%. O sabor teve um resultado muito
semelhante a cor, porém a avaliacdo para a amostra CT0,32% foi significativamente similar a
CV1%.

O parametro textura apresentou-se significativamente igual para as amostras P,

CV0,32%, CT0,32% e CV1%, indo de encontro aos resultados mostrados no item 5.4.3. A
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diferenga significativa no resultado para a amostra CT1% pode ter sido influenciada pela
rejeicdo a amostra devido aos outros parametros.

Em relagdo a aceitacdo global, as amostras significativamente mais aceitas foram P e
CV0,32%, seguida da amostra CV1%, depois CT0,32% e a com menor aceitagao foi a CT1%.
Em relacdo a aceitag@o global, apenas a amostra CT1% ndo obteve uma pontuagio acima de 7,
0 que mostra que as demais amostras foram bem aceitas pelos provadores. A intengdo de
compra, de forma coerente, seguiu os mesmos resultados da aceitagcao global da amostra.

Dilnawaz; Kumar e Bhat (2017b) que aplicaram 1% de extrato de café verde a fim de
avaliar a acdo antioxidante em blocos de carne de carneiro reestruturada, encontraram
resultados diferentes em relagdo a analise sensorial, os autores avaliaram cor a aparéncia, sabor,
textura e suculéncia durante o periodo de armazenamento de 21 dias (0, 7, 14 e 21), e ao longo
do periodo evidenciaram significativa (P < 0,05) tendéncia decrescente da pontuagdo, para
todos os atributos, do dia 0 ao 21, porém, as pontuagdes foram significativamente (P < 0,05)
maiores para os produtos incorporados com extrato de grao de café verde (1%) em todos os
intervalos de armazenamento, exceto o dia 0, onde houve pontuagdes significativamente (P <
0,05) similares.

De acordo com Teixeira et al. (1987) para que o produto seja considerado como aceito,
em termos de suas propriedades sensoriais, ¢ necessario que este obtenha um Indice de
Aceitabilidade (IA) de, no minimo, 70%. Com base nas notas para a aceitabilidade (Tabela 21),
pode-se confirmar que as amostras mais aceitas foram a padrdo e as com 0,32% e 1% de café
verde, nesta ordem, tendo todas apresentados valores superiores a 70% para todos os atributos
avaliados. A amostra com 0,32% de café¢ torrado também apresentou valores acima de 70%,
exceto para a cor, porém, com uma aceitabilidade inferior as ja citadas, enquanto a amostra com
1% de café torrado so apresentou aceitabilidade acima de 70% para a textura.

Apesar da rejeicdo da amostra com 1% de extrato de café torrado, verifica-se que os
maiores desvios sdo apresentados nestes resultados, chegando a um coeficiente de variagao de
38% no sabor, o que condiz com os comentdrios apresentados pelos avaliadores. A amostra

29 ¢

CT1% foi a que mais recebeu comentarios que variavam entre “gosto de queimado”, “aroma,
sabor e cor de café muito fortes” e “a cor achei estranho, mas amei o sabor”, “adorei, muito
bom” e “senti um aroma de café, achei diferente e interessante, inovador, pois para um amante
de café o produto ¢ muito atrativo”. O que mostra que, nao € possivel utilizar os extratos de
café torrado como um antioxidante natural para substituir os atualmente utilizado, apesar de sua

eficiéncia, devido a mudanga nas caracteristicas sensoriais do produto, porém hé uma aceitagao
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de um produto com esses atributos pelo nicho de pessoas que apreciam as caracteristicas da
bebida café.

Por fim, os resultados mostram, que o uso dos extratos de café verde como antioxidante
em linguica toscana ¢ tao eficiente e tdo aceito pelo publico quanto o uso do antioxidante

eritorbato de sodio.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel constatar a presenga de compostos bioativos e a capacidade antioxidante
nos extratos de café obtidos e comprovar a influéncia do método, solvente e parametros, como
temperatura e concentracao, na extragdo dos bioativos e atividade antioxidante do café. Dentro
da metodologia avaliada, o banho de ultrassom mostrou-se mais eficiente do que o processador
ultrassonico com sonda (uso indireto) e o shaker, ¢ melhores resultados foram obtidos em
temperaturas mais elevadas (70 °C) e com uma solu¢ao hidroalcéolica como solvente. Por meio
do emprego de um DCCR, foi possivel obter uma regido 6tima de extragdo, dentro da faixa
estudada, onde um maior teor de bioativos e consequente maior atividade antioxidante foram
obtidos na regido do ponto central com otimizacdo das respostas nas condi¢des de 14,2 min,
proporcio de etanol/ 4gua de 34,2% e razio amostra/ solvente de 5,8/100 g mL.

Avaliando-se as diferentes amostras de café, das espécies Coffea canephora e Coffea
arabica (verde e torra média) na condi¢ao otimizada, constatou-se que os extratos de café com
maior atividade antioxidante, nos parametros utilizados no estudo, foram os da espécie Coffea
canephora verde e torrado. Aplicando-se os extratos secos de café canéfora, verde e torra
média, obtidos nas condi¢des otimizadas, em amostras de linguica toscana e avaliando-se por
um periodo de 30 dias, em comparacao com um antioxidante padrao, constatou-se que, para a
forma¢do de malonaldeido, a aplicacdo de 1% dos extratos de café, tanto verde quanto torra
média, foram significativamente (p < 0,05) tdo eficientes quanto o antioxidante sintético. J&
para as amostras com 0,32% de extrato de café, a eficiéncia foi igual até o 20° dia, e no 30° foi
significativamente (p < 0,05) inferior.

Quanto aos resultados de parametros de cor, TPA e forma¢do de metamioglobina, nio
houveram alteragdes significativas (p < 0,05) ao longo do tempo para nenhuma das amostras.
Entretanto, na avaliagdo sensorial de escala heddnica, as amostras com café verde apresentaram
uma aceitacao semelhante ao padrao enquanto as com café torrado foram significativamente
menos preferidas. Por fim, considerando os parametros fisico-quimicos as amostras com 1% de
café canéfora, verde e torrado, tiveram melhores resultados quanto a oxidagdo, enquanto
considerando a avaliagdo sensorial, a amostra com 0,32% foi melhor aceita, sendo
estatisticamente similar (p < 0,05) a padrao, mostrando que o extrato de café¢ ¢ um o6timo
substituto como antioxidante para a linguiga toscana e possivelmente para outros produtos

carneos.
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APENDICE A - Questionario de avaliacao do perfil do avaliador
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APENDICE B - Respostas dos ensaios estudados no DCCR considerando os sélidos
soluveis
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Tabela 22. Respostas dos ensaios estudados no DCCR considerando os sé6lidos soluveis.

Y4

Ensai Y2 Y3 Y5 Y6 Y7
nsaio
Conteiido d Atividade Atividade
02:;:102 ¢ Atividade Antioxidante doadora de ions
Cafeina (2100 g 5-ACQ (g100g Clorogénicos redutora pgadc‘apltll?‘a do h‘II(!ronglgng(:_.
amostra’b.s.) amostra” b.s.) Totais (g EAG 100 aD;)c}z’lH vre  ra 1]cza Trol
(2100 g Samostra ' D. S.) ® (8 Eq ro_lo X
amostra’ b.s.) EqTrolox 100 100 Zamostra™ b.
- gamﬂstra-l b' S') S.)
1 10,01 +£0,51 125+0,09 4,85+031 3743+0,66 69,68+5,67 8439+632
2 9,86+0,77 1,17+0,10 4,86+0,16 35,02+1,32 66,35+250 7791+ 6,89
3 6,23 £0,25 0,74+0,04 2,76+0,11 27,17+1,03 53,84+1,49 53,54+3,56
4 745+0,79 095+001 485+023 31,40+0,61 50,25+1,47 72,79 +3,09
5 6,51+0,59  0,80+0,03 3,13+£022 21,97+031 3887+0,60 52,90+0,85
6 6,41+0,17 0,83+0,04 3,17+0,31 23,67+£025 4087+0,62 68,89 +1,27
7 5,51+0,13 0,74+0,04 3224026 20,86+048 3483+1,11 36,04+1,36
8 593+£009 0,83+0,07 2,86+0,13 21,96+049 36,35+0,85 37,02+2,05
9 6,49+ 0,12 0,70+ 0,01 3,13+0,20 23,66+0,66 40,66+0,97 43,35+2,05
10 7,21 +0,82 0,83+0,01 3,50+0,06 25,69+035 46,04+1,40 48,51+1,72
11 7,53+0,33 084+0,10 3,05+022 2485+0,69 47,08+1,81 39,68+2,78
12 649+0,66 0,75+0,07 326+034 2413+0,65 44,05+£0,96 40,62+1,33
13 6,06+0,05 0,61+0,02 3,06+0,16 40,101,773 23,97+1,28 118,71 £6,10
14 570+022 0,560,001 294+0,04 2052+0,16 33,81+£0,68 36,18+0,67
15 825+0,94 1,46+004 727+0,08 2531+1,01 4635+2,14 46,08+2,60
16  772+055 1,38+0,01 6,49+061 2425+082 4344+177 41,52+1,66
17 6,79 £ 0,75 1,42+0,03 6,88+0,34 2395+020 42,34+1,12 4227+1,14
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DADDS DO FROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VIABILIDADE D'OFUSD DE EXTRATO DE CAFE COMO ANTIOXIDANTE NATURAL
EM PRODUTO CARNEO CRU CURADO

Pesquisador: Marinés Paula Corso

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 29487820.0.0000.5547

Instituig3o Proponente: UNIVERSIDADE TECHOLOGICA FEDERAL DO PARAMNA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 3.013.717

Apresentagao do Projeto:
Die acordo com as pesquisadoras,

Resumo:

Came in natura e produtos cameos s3o0 amplamente consumidos em todo o munde, principalmente devido
ao seu alto valor nutricional, porém sio altamente suscetiveis a mudangas oxidativas. Para retardar o
processo oxidativo a inddstria faz uso de antioxidantes, aditivos que possuem propriedades que prolongam
o prazo de validade dos produtos alimentares. Os anticxidantes podem ser de origem sintética ou natural,
mas devido ao crescente interesse dos consumidores por alimentos mais saudaveis, a demanda por
diferentes altemativas naturais vem aumentando. O café € altamente consumido e produzido em todo o
mundo & & rico em antioxidantes naturais, fomando-se assim uma possivel opgdo a substituigio do uso de
antioxidantes sintéticos. A composigio do extrato obtido & profundamente influenciada pelo método de
extragdo e solvente utilizados. Desta forma, o presente projeto tem como objetivo avaliar a viabilidade do
uso da extragdo assistida por ultrassom, de extratos do café, empregando dgua e etanol como solventes,
ofimizando o processo de obtengSo por meio de um delineamento composto central rotacional e avaliar a
viahilidade do uso de extratos de café como antioxidantes em produto cémeo cru curado, linguica toscana.
Serdo utilizadas amostras das espécies Coffea canephora & Coffea arabica (verde & toara média). Sera
realizada a caracterizacio dos extratos de
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