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INTRODUCAO:

O Brasil € o maior produtor e exportador de café mundial, com uma producédo estimada de mais de
64 mil sacas de 60 kg (ICO, 2020). As duas espécies vegetais mais relevantes do comércio internacional sao

a Coffea arabica L. (ardbica) e Coffea canephora Pierre (robusta), pertencentes a familia Rubiaceae (ALVES
et al., 2017).

As etapas da producdo do café geram enormes

guantidades de residuos, considerados fonte de contaminacéo Casca

e problema ambiental, em contrapartida, por serem ricos em Polpa

compostos ativos, podem ser reaproveitados pelas indUstrias

farmacéutica, alimenticia e cosmética (ALVES et al., 2017). Mucilagem
A polpa do café (Figura 1), um dos subprodutos, Pergaminho

possui substdncias ativas como a cafeina e o &cido
clorogénico, além de atividades bioldgicas, como antioxidante,
anti-inflamatéria e antibacteriana (SANTOS et al., 2021).

Ha muito tempo, o conhecimento popular utiliza o pé
de café caseiro para tratamento de feridas de forma eficaz Figura 1 — Esquema das diferentes estruturas do
(YUWONO, 2014). Quando aplicado topicamente, o &cido grédo de café, baseado na matéria seca. Figura
clorogénico, um dos ativos encontrados na polpa, demonstrou 2daptada de Santos et al., 2021.
aumentar o processo de cicatrizacdo (CHEN et al., 2013).

Diante desses dados, evidencia-se a importancia de estudos utilizando os subprodutos do café como
forma de promover a valorizagdo integral desses residuos, visando a sustentabilidade e a compreenséao de
suas atividades biolégicas, como a potencial aplicacdo de seus extratos em cicatrizacdo de feridas. Portanto

0 objetivo deste estudo foi verificar as atividades biologicas dos extratos da polpa do café das espécies ardbica
e robusta.

Pelicula Prateada

Grao

METODOLOGIA:

Amostras da polpa do café (SISGEN: AC8EF83) das espécies ardbica e robusta foram obtidas por
diferentes processamentos, gerando oito amostras (Tabela 1). A extracdo dos compostos ativos foi realizada
por maceracéo com 100 mL de etanol 70% (v/v) a 25 °C, sob agita¢do durante 20 minutos e filtrado em papel
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de filtro (NAVARRA et al., 2017). As amostras foram concentradas em rotaevaporador e posteriormente
liofilizadas. Os extratos liofilizados foram solubilizados em etanol 70% (v/v) para obter diferentes
concentragdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/mL) que posteriormente foram utilizadas nos testes.

Os teores de cafeina e acido clorogénico foram quantificados ["aAmostras Descricao
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando os Arabica extrato
extratos liofilizados (10 mg/mL), solubilizados em etanol 70% (v/v). A 5 ArAbica fafnha
fase movel foi composta por solugcdo de 95% de acido acético (5% vlv, I
pH = 2,4) e 5% de acetonitrila em um fluxo constante de 0,9 mL/min 3 Arabica fibra
durante 15 minutos a 25 °C. A leitura da cafeina foi realizada a 272 nm 4 Robusta Adamantina
e do acido clorogénico a 360 nm. O método foi validado verificando-se 5 Robustzx,z\rj:r)nantina
os parametros de linearidade, limite de deteccdo e quantificacéo, tarinha
seletividade, preciséo, exatidao e robustez de acordo com a resolucéo 3 Robusta Adamantna
n° 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017). fibra

A atividade antioxidante dos extratos foi verificada pelos testes 7 Robusta 69.1 farinha*
de DPPH e FRAP. Para ambos os testes foi utilizado microplaca de 96 8 Robusta IAC extrato™

pogos, as amostras em diferentes concentra¢des (2,5 — 10 mg/mL) e
foram preparadas curvas de calibracdo de acido galico e branco utilizadas na pesquisa, *69.1 clone da
amostras. Para o DPPH, adicionou-se 280 pL de solugdo DPPH e 20 espécie robusta; “AC — Instituto
WL das amostras. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro UV/Vis a Agronémico de Campinas

517 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade

antioxidante (AA%) e ECso (PIRES et al., 2017a). Para o FRAP, foi adicionado 20 uL das amostras, 15 pL de
agua ultrapura e 265 pL do reagente FRAP. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Os
resultados foram expressos em mg equivalentes de acido gdlico/g de amostra (mg EAG/g) e ECso (URREA-
VICTORIA et al., 2016).

O teor de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, utilizando microplaca
de 96 pocos, 20 yL de cada amostra (10 mg/mL), 180 uL de agua ultrapura, 20 pL de Folin-Ciocalteu 1 N, 20
ML de metanol e 60 pL de carbonato de sodio. Preparou-se 0 branco amostra e curva padréo de acido galico.
As absorbéancias foram medidas em espectrofotdmetro UV/Vis a 760 nm. Os resultados foram expressos em
mg EAG/ g de amostra (PIRES et al., 2017b).

Para determinar o teor de taninos totais, foram solubilizados 50 mg dos extratos liofilizados em 5 mL
de etanol 70% (v/v) e 1 mL dessa solu¢do foi misturado com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, 1 mL de
solugdo de Na2COs e 8 mL de agua destilada. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV/Vis a 725
nm. O teor de total de taninos foi calculado em mg equivalentes de &cido tanico (mg EAT/L) através da curva
de calibracéo de &cido tanico (SHAD et al., 2012).

Os teores de flavondides foram determinados através da solubilizacdo de 10 mg dos extratos
liofilizados em 1 mL de etanol 70% (v/v), a partir desta solucédo, 100 yL foram solubilizados em 50 mL de agua
destilada. Em seguida, foram misturados 500 uL dessa solugéo e de solucao de cloridrato de aluminio (AICl3)
2% em metanol. Preparou-se um branco amostra. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV/Vis a
425 nm. Construiu-se curva padréo de quercetina e os resultados foram expressos em mg equivalentes de
guercetina/g amostra (mg EQ/g) (ALVES; KUBOTA, 2013).

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método MTT, utilizando células HaCaT (queratindcitos).
As células foram cultivadas e apos sua confluéncia, todo o fundo do frasco estava completo com uma
monocamada de células. Em seguida, as células foram tripsinizadas com solucéo de 2,5 g/L tripsina/EDTA a
0,2 g/L e transferidas para placa de 96 pocos, de modo que cada poco recebeu 1x10°8 células/mL e os extratos
em diferentes concentrac¢des: 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL, em triplicata. Apés 24 horas na estufa,
o meio foi removido e adicionou-se 100 pL do reagente MTT, a placa foi levada a estufa novamente.
Posteriormente, o reagente foi removido, adicionou-se 100 pg/mL de etanol 100% (v/v) e a absorbéancia foi
lida em espectrofotdmetro a 570 nm. Para célculo da viabilidade celular, o valor da absorbancia do poco
tratado foi multiplicado por 100 e dividido pela média da absorbancia do poco controle, que foi considerada
100% (MOSMANN,1983; MACHADO et al., 2013).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A analise estatistica foi feita utilizando o ANOVA de
uma via (p < 0,05) e as amostras foram comparadas pelo teste de Tukey, através do software Graph Pad
Prism (verséo 5.0). Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e valores da concentragdo
efetiva a 50% (ECso) e a concentragéo inibitdria média (ICso) foram calculados utilizando o Prisma.

Tabela 1 — Amostras da polpa do café
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Através da linearidade, foram obtidas as curvas de calibracdo para a cafeina (y=12138x-4128,1;
r’=0,9993) e para o Acido clorogénico (y=13084x-33801; r>=0,9990) e foram calculados os limites de
quantificacao (LQ) e deteccao (LD) sendo de: LQ = 19,64 pg/mL (cafeina) e 25,13 ug/mL (acido clorogénico);
LD = 6,48 pg/mL (cafeina) e 8,29 ug/mL (4cido clorogénico). O método utilizado foi seletivo e os valores
encontrados foram exatos. As porcentagens de recuperacgéo ficaram abaixo do esperado, no entanto, por se
tratar de uma amostra complexa e de acordo com as concentracdes de analitos apresentados, os valores sdo
aceitaveis (ANVISA, 2017). Pelos resultados da robustez, ndo recomenda-se realizar alteragcbes de
temperatura e composicao da fase movel para cafeina e de fluxo e composicao de fase movel para o acido
clorogénico.

Os resultados para a quantificacdo da cafeina e éacido Acido
A X Amostras Cafeina o
clorogénico estdo apresentados na Tabela 2. As amostras 2, 3 e 7 clorogénico
ficaram abaixo do limite de quantificagdo para o acido clorogénico, 1 190,02 55,56
dessa forma, os valores encontrados n&o sdo exatos. As amostras 2 338,17 14,50
da espécie ardbica (1, 2 e 3) foram as que exibiram maiores 3 317,88 21,88
concentragdes de cafeina, enquanto para o &cido clorogénico, foram 4 27,83 52,43
as da espécie robusta. A polpa possui valores inferiores aos 5 114,59 82,52
~ p 6 126,02 156,74
encontrados para o grdo verde de café, sendo de 15,132 mg/g de - 7613 1797
cafeina e 72,938 mg/g de &cido clorogénico (PANUSA et al., 2017), 8 79.40 19292

0 que € esperado por se tratar de um residuo.

Todas as amostras exibiram boa atividade antioxidante pelo
método de DPPH, em concentracdo de 10 mg/mL variando entre
81,55+ 1,91 a 95,45 £ 0,10% (Tabela 3), sendo os melhores resultados exibidos pelas amostras 2, 5 e 6, sem
diferenca significativa entre elas. O menor valor de ECso foi encontrado para a amostra 5 de 2,57 mg/mL,
indicando melhor atividade antioxidante. Pelo método de FRAP, a amostra que demonstrou melhor atividade
antioxidante foi a 8, com menor ECso, de 4,51 mg/mL e um valor de 58,98 + 2.88 mg EAG/g amostra.

Tabela 2 — Concentracdo (ug/mL) de
cafeina e acido clorogénico nas amostras

Amostras DPPH FRAP
10 mg/mL AA (%) ECso(mg/mL) mg EAG/g ECso(mg/mL)
1 83,64 + 2,43 4,07 7,28 + 0,202 5,12
2 95,45 + 0,10P 4,10 8,93 £ 0,622 7,12
3 87,00 + 3,782 5,08 5,48 + 0,25P 5,80
4 88,62 + 0,2]1ace 4,99 34,11 £0,31¢ 6,33
5 92,33 + 0,48bce 2,57 8,42 £ 0,212 7,58
6 92,51 + 0,58bce - 40,66 + 0,73 6,48
7 81,55 +1,91d 6,27 4,89 + 0,14 7,26
8 89,81 +1,41¢ - 58,98 + 2,88¢ 4,51

Tabela 3 — Resultados DPPH e FRAP para as amostras da polpa (10 mg/mL).
Resultados sédo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) e o valor de ECso. As
letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as amostras
de acordo com ANOVA de uma via (p < 0,05) e teste de Tukey. AA: atividade
antioxidante; EAG: equivalentes &cido gélico; ECso: concentracéo efetiva a 50%.

Os antioxidantes podem auxiliar no processo de cicatrizacdo de feridas por neutralizarem radicais
livres. Estes, quando em excesso, podem causar a morte de fibroblastos e tornar os lipideos da pele menos
flexiveis, sendo prejudiciais durante este processo (HOUGHTON et al., 2005).

Compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes devido sua estrutura quimica que proporciona
atividade redutora. Dentro deste grupo, pode-se citar esta atividade para os flavonoides (PIRES et al., 2017b)
e taninos (SUNG et al., 2012). Os resultados para os teores de compostos fendlicos, taninos e flavonoides
estdo presentes na Tabela 4.

A maior concentracdo de compostos fendlicos foi encontrada para a amostra 8 (79,53 + 5,61 mg
EAG/qg). O gréo de café verde exibiu menor valor de fendlicos totais (48,51 mg EAG/g) do que a amostra 8,
indicando que os residuos do café possuem quantidades significativas destes compostos (PANUSA et al.,
2017).

Para o teste de taninos totais, a amostra 8 exibiu maior concentracéo, de 133,81 + 3,56 mg EATI/L.
Para a pelicula prateada encontrou-se um maximo de 0,43 mg EAT/L (COSTA et al., 2014), quantidade
significativamente menor que da polpa.
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A maior concentracdo de flavonoides foi verificada para a amostra 7 (55,11 + 3,33 mg EQ/g) que néo
diferiu da amostra 1 (47,33+ 3,85 mg EQ/g) pelo teste de Tukey (p < 0,05). A menor concentracdo foi da
amostra 3 (21,78 + 3,33 mg EQ/g) que néo foi estatisticamente diferente da amostra 5 (25,11 + 3,33 mg EQ/qg).
Por meio destes resultados, infere-se que os teores de flavonoides ndo variam conforme a espécie de café.
Ademais, a polpa demonstrou possuir maior concentracdo de flavonoides que o bagaco da uva, fruta fonte de
antioxidantes (WANG et al., 2010).

Fendlicos totais Taninos totais Flavonoides totais

Amostras 10 mg/mL

mg EAG/g mg EAT/L mg EQ/g
1 20,05 + 1,682 47,95 £ 2,212 47.33+ 3.852d
2 19,46 + 0,822 44,47 £ 0,332 46.22 +13.852
3 10,75 + 0,43 31,97 £ 0,29 21.78 £ 3.33b
4 33,04 £ 2,76¢ 89,75 £ 2,27¢ 32.89 £ 1.93¢
5 17,31 + 1,532 45,07 £ 0,752 25.11 + 3.33bc
6 44,22 + 3,584 110,94 + 3,10d 42.89 +1.932
7 8,31 + 0,50P 22,73 £2,22¢ 55.11 + 3.33d
8 79,53 £5,61¢ 133,81 + 3,56 46.22 +1.922

Tabela 4 — Resultados dos testes de fendlicos, taninos e flavonoides totais para as amostras da polpa (10 mg/mL).
Resultados sdo apresentados como média = desvio padrdo (n=3). As letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre as amostras de acordo com ANOVA de uma via (p <0,05) e teste de Tukey. EAG:
equivalentes de acido galico; EQ: equivalentes de quercetina; EAT:equivalentes de acido tanico.

De acordo com o ensaio de MTT, as amostras estudadas ndo foram citotOxicas, visto que em
diferentes concentracdes exibiram viabilidade celular = 79% (ISO 10993, 2009), sendo que a amostra 8 (200
pg/mL) exibiu maior valor de 119,71 + 9.66% (Figura 2). Amostras da espécie robusta (4, 5, 7 e 8), em
diferentes concentra¢gBes produziram proliferacéo celular. O ICso (Tabela 5) corresponde a concentracdo de
extrato que é capaz de matar metade das células viaveis, valores variaram de 0,03 a 288,5 pg/mL, sendo os
melhores encontrados para as amostras 4, 2 e 8.

- ) Amostras  ICso (ug/mL)
120 1 46,80
110 @ l\ ~—. 2 2 159,1
100 3 3 7,748

90 ——4 4 288,5

80 ——>5 5 51,72

70 ——7 7 0,03

60 8 8 122,3

0 100 200 300 400 500

Figura 2 — Viabilidade celular de células HaCat apos
incubacgdo com extratos da polpa do café.

Tabela 5 — Concentragcdo necesséria para
inibir em 50% o crescimento celular (ICso)
das amostras de café.

Além da polpa, outros subprodutos nao foram citotdxicos em células HaCat. A pelicula prateada néo
foi citotdxica até a maxima concentracao testada, de 1 mg/mL (IRIONDO-DEHOND et al., 2016), e a borra do
café ndo afetou a viabilidade celular até a concentragdo de 0,3 mg/mL (GIGLIOBIANCO et al., 2020).

Estudo realizado com o acido clorogénico, composto ativo encontrado em maior concentracao na 8,
demonstrou que além de ndo ser citotoxico, ele aumentou a viabilidade celular (IRIONDO-DEHOND et al.,
2017).

CONCLUSOES:

O café é um produto consumido no mundo todo. Durante sua produ¢éo, quantidades significativas de
residuos sdo geradas, dentre eles, a polpa. A reutilizagdo deste subproduto é interessante, visto que a
sustentabilidade é visada atualmente.

A polpa do café possui compostos ativos como cafeina e acido clorogénico, boa atividade
antioxidante, teores significativos de compostos fendlicos, taninos e flavonoides, além de néo ser citotoxica.
Dentre as amostras testadas, a Robusta IAC extrato (amostra 8), apresentou melhores resultados nos testes
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de FRAP, fendlicos totais, taninos totais, maior teor de acido clorogénico e menor potencial citotéxico. Sendo
assim, esta amostra € uma candidata para ser incorporada em futuras formulagdes para cicatrizacéo de
feridas.
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