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APRESENTACAO

Caro(a) leitor(a)

Como definir a engenharia? Por uma 6ética puramente etimoldgica, ela é derivada
do latim ingenium, cujo significado € “inteligéncia” e ingeniare, que significa “inventar,
conceber”.

A inteligéncia de conceber define o engenheiro. Facil perceber que aqueles cujo
oficio esta associado a inteligéncia de conceber, dependem umbilicalmente da tecnologia
e a multidisciplinaridade.

Nela reunimos varias contribuicées de trabalhos em &reas variadas da engenharia
e tecnologia. Ligados sobretudo a indUstria petroquimica com potencial de impacto nas
engenharias. Aos autores dos diversos trabalhos que compde esta obra, expressamos o
nosso agradecimento pela submissao de suas pesquisas junto a Atena Editora. Aos leitores,
desejamos que esta obra possa colaborar no constante aprendizado que a profissdo nos
impoe.

Boa leitura!

Jodo Dallamuta
Henrique Ajuz Holzmann
Rennan Otavio Kanashiro
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RESUMO: Diversos residuos soélidos sao
gerados do beneficiamento do café, como a
casca, polpa e mucilagem. As cascas de café nao
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possuem nenhuma aplicacdo em larga escala,
contudo em razdo da composi¢cdo quimica e
propriedade organoléptica semelhante as dos
gréos, essa matéria-prima tem despertado
grande interesse. Assim, sabe-se que estes
residuos sdo ricos em substancias fitoquimicas
bioativas, como antioxidantes, vitaminas e sais
minerais. Sendo assim, este trabalho avaliou-
se a atividade antioxidante do extrato alcalino
da lignina obtido a partir de casca de café. O
mesmo foi caracterizado pela quantificacdo do
conteido de moléculas bioativas, como os fenois
totais, flavonoides e taninos. Para a atividade
antioxidante foram realizados ensaios Oin vitroOd
utilizando a levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae como modelo adequado para
pesquisas de estresse oxidativos por possuir
metabolismo semelhante ao de eucariotos
superiores (citocromo P450). A partir dos
resultados obtidos, concluiu-se que o método de
extracdo do licor da lignina por hidrolise alcalina
foi eficiente, pois foi observado a liberagdo de
moléculas bioativas com valores médios de
3408 (+130) mg de fendis totais, 615 (+80) mg
de flavonoides e 300 (+9) mg de taninos em 100
g de casca. Em relagéo a atividade antioxidante
em estirpes de leveduras, determinou-se que
utilizando uma concentragcéo do extrato de 5g de
casca /L de solugéo alcalina foi possivel manter
a integridade celular da levedura estudada em
97%.

PALAVRAS-CHAVE: Biomoléculas, casca de
café, lignina, antioxidante, biorrefinaria.
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LIGNIN EXTRACT
OBTAINED FROM THE ALKALINE HYDROLYSIS OF THE COFFEE HUSK

ABSTRACT: Several solid wastes are generated from coffee processing, such as husk, pulp
and mucilage. Coffee husks have no large scale application, however due to the chemical
composition and organoleptic properties similar to those of beans, this raw material has been
of great interest. Thus, these wastes are known to be rich in bioactive phytochemicals such
as antioxidants, vitamins and minerals. Thus, this work evaluated the antioxidant activity
of alkaline lignin extract obtained from coffee husk. The extract was characterized by the
quantification of its content in bioactive molecules, such as total phenols, flavonoids and
tannins. For antioxidant activity, in vitro assays were performed using a commercial yeast
strain of Saccharomyces cerevisiae. This yeast represents an appropriate model for oxidative
stress research due to its metabolism similar to that of higher eukaryotes (cytochrome P450).
From the results obtained, it was concluded that the method of extraction of lignin liquor by
alkaline hydrolysis was efficient, since it was observed the release of bioactive molecules
with mean values of 3408 (+130) mg of total phenols, 615 (+80) mg of flavonoids and 300 mg
(x9) mg of tannins in 100 g of husk. Regarding to yeasts antioxidant activity assays, it was
determined that using a concentration of the extract of 5g of husk / L of alkaline solution it was
possible to maintain the cellular integrity of the studied yeast in 97%.

KEYWORDS: Biomolecules, coffee husk, lignin, antioxidant, biorefinery.

11 INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor de café no mundo, em 2020 foi responsavel pela
producdo correspondente 61,62 milhdes de sacas de 60kg, o que representa um aumento
de 25% em relagao a safra de 2019 (CONAB, 2020). A espécie de café arabica representa
mais de 70% da producéo brasileira (OIC, 2015). Nesta mesma proporcao gera-se grande
quantidade de residuos sélidos, constituido de casca, polpa e mucilagem. Estima-se que
50% do volume total de café beneficiado equivalem a quantidade de casca de café gerada,
resultando em um subproduto disponivel em larga escala (CAIELLI, 1984). Atualmente,
nédo ha nenhuma aplicagdo em larga escala para a casca de café, embora alguns autores
citem seu uso na alimentagcédo animal e adubo orgénico. Este subproduto de baixo custo
possui composicao quimica e propriedades organolépticas semelhantes com as dos graos,
apresentando pectina, agucares fermentaveis, polifendis e outros. (OIC, 2015; BADOCHA;
COSTA; LEONIDAS, 2003; VANDERBERGHE et al., 1999).

Do ponto de vista da composi¢cdo da matéria prima, existem quantidades elevadas
de substancias fitoquimicas bioativas como antioxidantes naturais e/ou outros também de
interesse industrias, como vitaminas, fibras, pigmentos e sais minerais. Portanto, a casca
de café pode se tornar uma matriz vegetal promissora para obtencao de fitoquimicos, em
especial as moléculas antioxidantes, de aplicagéo diversificada com designagéo em setores
como indUstria farmacéutica e cosmética (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; COSTA et al., 2014,
JIMENEZ-ZAMORA et al., 2015).
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Em suma, neste trabalho a casca de café foi utilizada como matéria-prima para um
processo de hidrélise alcalina, obtendo-se um produto nomeado como licor de cascas e
rico em moléculas bioativas (compostos fendlicos) de interesse comercial. Sendo também
realizado sua caracterizagdo por meio da quantificacdo dos fendis totais, flavonoides e
taninos. Subsequentemente de ensaios em células da levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae, como forma de avaliar a atividade antioxidante destes fendis em organismos

complexos.

21 REVISAO BILIOGRAFICA

2.1 Biorefinarias e residuos agroindustriais

O conceito de biorrefinaria abrange instala¢des industriais capazes de integrar
processos de conversdo de biomassa em biocombustiveis, insumos, materiais, alimentos,
racdo e energia. Esse tipo de instalacao integra diversas rotas de converséo de biomassa,
sendo elas bioguimicas, microbianas, quimicas e termoquimicas. Tendo como importancia
0 aproveitamento integral da biomassa, agregando valor a cadeia produtiva e redug¢édo dos
impactos ambientais causados pelo descarte inadequado de residuos industriais (BESSA;
VASCONCELOS, 2012).

Os produtos gerados a partir dos coprodutos e residuos sédo os com maior potencial
para agregar valor a cadeia produtiva. E podem ser operadas de duas formas: produtos
de grande volume e baixo valor agregado (Etanol) e produtos de baixo volume e alto
valor agregado (aditivos, moléculas bioativas e outros) (BESSA; VASCONCELOS, 2012).
As biomassas usadas nas biorrefinarias sdo majoritariamente de madeiras provindas de
angiospermas e giminospermas com composi¢ao lignocelulésica (SZENGYEL, 2000). Para
Furtado (2013), a casca de café é um subproduto normalmente descartado ao ar livre
na prépria area onde se localizam os secadores e/ou piladores de café e representa um
produto passivel de exploragéo e transformacao.

2.2 Cascas de café

O café é uma espécie da familia das Rubiaceae e género Coffea que possui
estrutura morfolégica dos frutos composta por: semente (grdao de café), endocarpo
delgado, mesocarpo aquoso e o exocarpo (também nomeada como casca) (FARAH, 2012;
SOUZA et al., 2004). De acordo com Janissen e Huynh (2017), a composi¢éo das cascas
€ semelhante aos graos de café, tendo diferengas apenas no percentual dos componentes.
As cascas possuem basicamente em sua composi¢do carboidratos, celulose, proteinas,
lipideos, minerais e compostos fendlicos, conforme disposto na tabela 1.
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Composicao Teor (%)

Carboidratos 57,8
Celulose 43
Hemicelulose 4,3 a 15,37
Acido clorogénico 12,59
Proteinas 9,2
Lignina 9,3a13,56
Taninos 1,31 a2,97
Cafeina 1,2

Tabela 1: Composigdo quimica média da casca do café, em porcentagem (%).

Fonte: Adaptacédo de Janissen e Huynh, 2017.

Sao trés polimeros que constituem a casca do café: celulose, hemicelulose e lignina.
Tanto a celulose e a hemicelulose sé@o polissacarideos, enquanto a lignina € um polifenol.
No vegetal, estes polimeros possuem funcéo na rigidez e integridade da estrutura fisica
pela formagéo de ligagbes covalentes e ndo-covalentes (SCHEUFELE, 2012).

2.3 Compostos fendlicos

Os flavonoides sdo um grupo que compreende compostos fendlicos presentes
em frutas e vegetais e estdo na forma de flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas. E os ndo-flavonoides sdo os compostos derivados
dos &cidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico. A capacidade antioxidante dos né&o-
flavonoides esta relacionada com os grupos hidroxilas e proximidade do grupo -CO,H ao
grupo fenil, assim quanto maior a proximidade desses grupos, maior sera a capacidade
antioxidante. Alguns exemplos s&o &cido salicilico, galico, elagico e vanilico (ROLIM et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2014).

Ostaninos sédo moléculas fendlicas, responsaveis pela caracteristica de adstringéncia
dos vegetais e subdivididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. O
grupo dos taninos hidrolisaveis abrange aqueles encontrados em dicotiledéneas herbaceas
e lenhosas; e taninos condensados em gimnospermas e angiospermas (SANTOS; MELO,
2004). No vegetal, a producéo desse fenol esta condicionada a indices pluviométricos e
fatores edaficos (ARAUJO, 2008).

Essas moléculas fitoquimicas atuam na manutencéo do equilibrio de radicais livres.
Quando ha uma tendéncia a producao de radicais livres, o organismo entra em stress
oxidativo que pode ocasionar a oxidagdo e danificacdo de lipideos, proteinas e DNA,
inibindo seu funcionamento normal e provocando diversas doencas. Dessa forma, as

moléculas antioxidantes sao capazes de promover a defesa da célula, incluindo enzimas e
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ndo-enzimas (FERREIRA; ABREU, 2007).

31 METODOLOGIA

3.1 Hidrdlise alcalina

Por meio da determinacdo do teor de umidade da casca de café, realizou-se o
processo de hidrolise alcalina para deslignificagdo da casca. Posteriormente, pesou-se 5,0
g de cascas secas em balanca analitica (Marca: Shimadzu) que foram adicionadas a 50 ml
de uma solucéo de hidroxido de sodio com concentragdo de 4% m/v, em uma proporcao
sélido/liquido fixada como 1:10. Essa mistura foi transferida para garrafas autoclaveis de 1
litro e colocadas em autoclave (Prismatec) a 120°C por 30 minutos. Em seguida, a mistura
autoclavada foi conduzida a filtragdo a vacuo e armazenagem em garrafas dmbar sob
refrigeracdo a 4°C. O produto obtido nessa etapa foi denominado como "licor de cascas" e
utilizado para quantificacéo de fendis totais, flavonoides e taninos.

3.2 Quantificacao dos fenodis totais

Os fendis totais foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu (SLINKARD;
SINGLETON, 1977). O licor de cascas foi diluido na propor¢cdo de 1:500 em balédo
volumétrico de 250 ml. Preparou-se uma solucdo de carbonato de sédio com a dissolugcéo
de 20 g de carbonato de so6dio em 100 ml de agua. Depois, adicionou-se 3200 pL diluicdo
do licor de cascas com 200 pL de reagente de Folin-Ciocalteu 2N por 5 minutos e adiciona-
se 600 pL da solugdo de carbonato de sodio. As solugdes em triplicatas foram incubadas
em temperatura ambiente, na auséncia de luz, durante 30 minutos. Apds o periodo de
incubacao, leram-se as absorbancias a 760 nm contra o branco (agua, reagente Folin-
Ciocalteu e carbonato de sédio). As concentragdes de fendis totais foram calculadas por

meio de uma curva padrédo de acido galico, previamente construida.

3.3 Quantificacao dos flavonoides

Os flavonoides foram determinados pelo método desenvolvido por Dowd (ARVOUET-
GRAND et al., 1994). Para a determinacao do contetdo da amostra foi realizada a diluicao
de 100 pL de licor de casca de café em 50 ml de agua destilada. Subsequentemente, foram
misturados 500 pL de uma solugéo de cloreto de aluminio (AICL)) a 2% em metanol com
500 pL do licor de cascas. Apés 10 minutos de tempo de reacgéo, a leitura a absorbéancia
foi realizada a 425 nm contra um branco (500 pyL de metanol com 500 pL de cloreto de
aluminio). Para determinacdo da massa de flavonoides, adotou-se a curva padrdo de

quercetina previamente obtida.
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3.4 Quantificacédo dos taninos

O ensaio de quantificagcdo de taninos foi realizado em acordo com o método de
Brune e coautores (1991). O volume de 2 ml de licor de cascas & misturado com 8 ml de
solucéo reagente de sulfato férrico de amonio (Solucdo reagente-FAS). A solugcéo reagente
(FAS) consiste em 89% de tampé&o de uréia:acetato, 10% de solucado de goma arabica 1%
em agua deionizada e 1% de solugéo de sulfato férrico de aménio 5% em &cido cloridrico
1M. Apos o tempo de reacdo de 15 minutos, leu-se a absorbéancia com comprimento de
onda de 578 nm, tendo os resultados expressos através de uma curva padrao de acido
galico.

3.5 Avaliacao da atividade antioxidante "in vitro"

Para determinacdo da atividade antioxidante, retirou-se uma aliquota de 2x10%
células/mL, provenientes da fase exponencial de crescimento da levedura Saccharomyces
cerevisiae na fase exponencial de crescimento e adicionou-se em diferentes concentragdes
de licor de casca de café e incubadas a 28°C em shaker por 72 horas. As concentragbes
adotadas foram 25 g/L, 5 g/L e 2,5 g/L de licor em meio YEPD completo, constituido de 2%
glicose, 1% de extrato de levedura e 2% de peptona. A cada 24 horas, retirou-se 100 pL do
crescimento microbiano, diluiu-se em 900 pL de agua destilada. A seguir transferiu-se para
um microtubo as células diluidas e o corante azul de metileno na proporgao 1:10, sendo
retirado dessa diluicdo 10 yL para o preenchimento da camara de Neubauer.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compostos fendlicos

A umidade da casca de café foi determinada como de 12% e apds a hidrélise
alcalina o pH do licor de cascas foi aferido como 14. Esse processo de deslignificacao teve
o objetivo de liberag@o dos compostos fendlicos com propriedades antioxidantes presentes
na lignina da casca de café. Tendo como resultado, uma solugéo de coloragdo escura que
foi submetida a quantificagéo dos fendis totais, flavonoides e taninos. Os resultados obtidos
pela quantificacao de fendis totais estéo dispostos na tabela a seguir:

Amostra Fenois Totais (mg/L) Fenois Totais (%)

Hidrolisado alcalino de casca

. 3408, 77+130 3,41
de café

Tabela 2: Quantidade de fenois totais contidos no licor de cascas, em mg/L e porcentagem.

Fonte: Autores, 2018.
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Os fendis totais encontrados na casca de café pelo método de Folin-Ciocalteu foram
em média 3408 mg/L ou 3408 mg.100 g'de cascas. Nao foi encontrado nenhum método
de extracao de fenodis totais baseado na hidrélise alcalina da casca de café. Contudo, foram
observados valores superiores por este método do que valores de fendis encontrados na
literatura. Garcia e Bianchi (2015), alcangaram os valores entre 72,88 e 159,50 mg.100"'g
pelo método de extragdo por acetona. Enquanto Andrade (2011) obteve um valor médio de
fendis totais de 2300 mg.100"g de cascas pelos métodos de Soxhlet, Ultrassom e extracéo
supercritica (ESC). Em comparagdo, Baggio e coautores (2007) encontraram valores
inferiores de contetdo fendlicos, 288,64 a 424 mg.100"'g.

Em relacédo ao teor de flavonoides obtidos pela hidrélise alcalina, foram quantificados
pelo método de Dowd, anteriormente descrito. Os valores médios do ensaio estédo
distribuidos na tabela 3.

Amostras Flavonoides (mg/L) Flavonoides (%)
Hidrolisado alcalino de casca 615,28+80 0,61
de café

Tabela 3: Quantidade de flavonoides contidos no licor de cascas, em mg/L e porcentagem.
Fonte: Autores, 2018.

Os resultados dos flavonoides encontrados foram em média 615 mg por 100 g de
cascas (ou 615 mg/L). Segundo Neves (2016), o conteudo de flavonoides na casca de café
pelo método de extragdo aquosa esta entre 8,47 mg.100'g a 13,30 mg.100-'g. Enquanto
Costa (2012) encontrou os valores de 113,4 a 144,0 mg/L em extrato da pele prata da casca
de café pelo método de extragcdo com etanol.

Amostras Taninos (mg/L) Taninos (%)
Hidrolisado alcalino de casca 300,06+9 0,30
de café

Tabela 4: Quantidade de taninos contidos no licor de cascas, em mg/L e porcentagem.
Fonte: Autores, 2018.

4.2 Crescimento celular

Nesse ensaio foi avaliada a atividade antioxidante do licor de cascas de café
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo biologico. A figura 1 a seguir
denota a curva de crescimento ao final do tempo de cultivo.

Engenharias: Metodologias e Praticas de Carater Multidisciplinar 4 Capitulo 19 m



Controle —#—725g/. —&—5,0g/l. —=—25,0g/L
1,20E+08
1,00E+08

—
= 8,00E+07
)

3 6,00E+07

@ 4,00E+07
2,00E+07 /
0,00E+00 > -

24 48 72

[=]

TEMFO (HORAS)

Figura 1: Curvas de crescimento celular submetidas a diferentes concentragdes de licor de
cascas em g/L no tempo inicial de 0, 24, 48 e 72 horas.

Fonte: Autores, 2018.

E possivel observar pelo grafico que o crescimento celular foi inversamente
proporcional ao aumento da concentragéo do licor de cascas. Assim, demonstrando que o
licor em altas concentragdes pode inibir o crescimento celular, contudo em concentragdes
adequadas sao promissores como fonte de moléculas antioxidantes. Segundo Ravaneli e
colaboradores (2010) alguns compostos fenélicos podem exercer inibicao no metabolismo
de leveduras, afetando tanto na viabilidade celular quanto na reproducéo da levedura.
Soares (2013) apontou a inibicdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae por compostos
fendlicos de extratos obtidos pela folha de araticun (Syzygium cumini). Essa inibicdo
celular pode ser ocasionada por efeitos na perda da integridade da membrana, tendo como
consequéncia reducao da selegcdo da membrana e assimilacdo de actcar (CHANDEL et al.,
2012). E Chusnie e Lamb (2005) também afirma que ocorre uma inibicdo do metabolismo
energético. A tabela 5 expressa os efeitos da alta concentragéo na inibicdo do metabolismo
de leveduras, ou seja, a viabilidade celular.

Concentracao do extrato (g de cascas/L) Viabilidade Celular (%)
0 (controle) 84,0
2,5 92,0
5 97,0
2,5 79,0

Tabela 5: Viabilidade celular de estirpes de Saccharomyces cerevisiae submetida a diferentes
concentragdes de licor de cascas de café em g/L.

Fonte: Autores, 2018.
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Em conformidade Alves et al (2013), Cushnie e Lamb (2005) atribuiram propriedades
antimicrobianas para alguns compostos fendlicos. Apesar da capacidade antimicrobiana
conferida aos compostos fenoélicos, estudos também apontando resultados contraditérios,
pois também demonstram a mesma molécula capacidades de inibi¢cdo contrarias. Portanto,
tais discrepancias observadas podem explicadas com base na concentragdo minima
inibitoria. Chen e coautores (1990) menciona que estes compostos em dosagem adequada
sé@o capazes de doar hidrogénio para os radicais livres promovendo a redug¢éo no estresse
oxidativo que afeta fortemente na morte celular.

Na figura 2 observa-se que as concentracoes de 2,5 g/L e 5 g/L tiveram crescimento
celular semelhantes a amostra controle, contudo os valores de viabilidade foram mais
elevados. Na amostra acrescida de 5 g/L de licor de cascas verificou-se a viabilidade mais
alta no valor de 97%, contudo quando a concentracdo € aumentada para 25 g/L ndo é

atingido a fase exponencial esperada, isto €, ocorre a inibicdo do crescimento celular.
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Figura 2: Comparativo entre as escalas de viabilidade celular e o nimero de células viaveis
Fonte: Autores, 2018.

Halliwell e Gutteridge (2006) citam que os radicais livres podem ocasionar morte
celular pela peroxidacao dos fosfolipidios pelo radical hidroxil e pela a oxidacédo de
proteinas por glicosilagdo. Na glicosilacdo, ha danos nos receptores de enzimas, proteinas
transportadoras e proteinas responsaveis pela cascata de transducao de sinal. Dalvi (2014)
menciona que de modo geral as células possuem certa tolerancia aos danos oxidativos
gerados pelos radicais, sendo essa tolerancia conferida devido ao sistema de defesa
antioxidante existente no préprio organismo e também pode haver influéncias externas de
mecanismos nao-enzimaticos.

Os mecanismos ndo enzimaticos sequestram os radicais livres, impedindo a oxidacao
de proteinas, lipidios e DNA. Sendo também capazes de complexar ions metalicos, inibindo
a capacidade destes de participar de reacdes redox formadoras de radicais livres. Dentre
estes mecanismos ndo-enzimaticos estdo os polifendis, tais como flavonoides e taninos
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(DALVI, 2014). Portanto, é possivel determinar que quando em quantidades adequadas as
moléculas antioxidantes possuem fun¢bes importantes na viabilidade celular, conforme a
figura 2 anterior.

51 CONCLUSAO

A extrag@o de moléculas da casca de café utilizando a hidrélise alcalina demonstrou-
se como um método eficaz, uma vez que foi possivel obter valores de compostos
fenodlicos, dentre eles: taninos e flavonoides, superiores aos encontrados na literatura.
Nos experimentos realizados com estirpes de Saccharomyces cerevisiae demonstraram
que as moléculas bioativas possuem efeito positivo na conservacdo da viabilidade
celular. Além disso, observou-se que altas concentracées podem ocasionar a inibicdo do
crescimento celular. De modo geral, as moléculas bioativas possuem um lugar importante
em diversas industrias do segmento de alimentos, farmacos e cosméticos em razdo de
suas propriedades bastante conhecidas. E a consolidagdo do conceito de biorefinaria,
transforma os residuos agroindustriais em matrizes adequadas para valorizagéo da cadeia
produtiva e obtencao destas moléculas. Consequentemente, a casca de café possui grande
potencial de aproveitamento na producdo de moléculas antioxidantes oriundas da fragédo
de lignina, agregando maior valor econémico a essa cultura agricola difundida desde os
primoérdios do Brasil.
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