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Introdugéo

Ao mesmo tempo em que a demanda de producao de café se torna importante, tem-se observado ao longo dos Ultimos anos um interesse crescente por parte da
comunidade cientifica pela descoberta de novos compostos antioxidantes. Estes devem ser provenientes de fontes naturais, de modo a se prevenir
principalmente os danos oxidativos provocados as células vivas. Essa procura por novas fontes de antioxidantes se manifesta em um momento em que a
utilizaco de antioxidantes sintéticos tem diminuido, em virtude da sua possivel atuagdo enquanto promotores de carcinogénese (BALLESTEROS et al
., 2017). Uma das alternativas face a esse paradigma é o café, cujo consumo mundial é inferior somente ao de agua e de cha. Embora outros alimentos possuam
teores de antioxidantes superiores aos do café, a frequéncia, assim como a quantidade consumida, definem esta bebida como uma das principais fontes
dietéticas atuais de antioxidantes (PULIDO, HERNANDEZ-GARCIA e CALISTO, 2003).

Compostos como &cido hidroxicinamico, flavonoides, écido cafeico e &cidos clorogénicos sdo os principais representantes de antioxidantes presentes no café.
Além desses compostos, o café possui uma concentragdo importante em melanoidinas, que se formam durante a torrefaco através da reagdo de Maillard. Tais
compostos contribuem para o aumento da atividade antioxidante verificada em extratos de café torrado (PASSOS et al., 2017). Numerosos estudos sobre a
triagem fitoquimica de gréos de café torrados e/ou prontos para consumo foram realizados nos dltimos 10 anos (NEVE, 2002). Todavia, poucos trabalhos se
interessaram em avaliar quantitativamente a presenca de antioxidantes em frutos frescos, assim como a possivel interferéncia do meio extrator nos rendimentos
obtidos via extrac@o solido-liquido. Nesse sentido, o presente estudo se propde a comparar as quantidades de antioxidantes presentes nos frutos e folhas frescos
de café utilizando-se duas solugdes extratoras diferentes através da espectroscopia de absor¢éo naregido do UV-Visivel.

Material e métodos

A. Preparo das amostras

Foram utilizadas amostras de café (Coffea arabica L.) provenientes de um cafeeiro localizado no campus do Instituto de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os frutos e folhas foram colhidos manualmente durante o outono (margo de 2017) das partes da arvore menos expostas ao sol. As
amostras foram inicialmente secas em uma estufa a 70 °C durante 24 h, maceradas com o auxilio de amofariz e pistilo e submetidas a andlise granulométrica
com o uso de trés peneiras com diferentes malhas: 2,00 mm (9 Ty), 1,00 mm (16 Ty) e 500 ?m (32 Ty), respectivamente. 2,5 g da amostra, constituida pelas
particulas com diémetro igual ou inferior a 500 um, foi acondicionada em tubo de fundo cdnico juntamente com 20 mL de uma das duas solugdes extratoras
utilizadas neste estudo: mistura etanol:acetona (EtOH:Ace) na proporc¢éo 7:3 (v/v) e metanol (MeOH) 80% (v/v).

A extragéo sdlido-liquido foi realizada em mesa agitadora a 37 °C durante 1 h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4 000 rpm por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram recolhidos e os residuos sdlidos re-extraidos, seguindo a metodologia descrita anteriormente. Os extratos das duas extragdes foram
combinados e armazenados sob refrigeragdo a -20 °C ao abrigo da luz até o momento da realizagdo dos ensaios espectroscopicos. Todas as curvas analiticas
obtidas neste estudo apresentaram coeficiente de correlagéo superior a 0,98. Todos os reagentes utilizados neste trabalho apresentavam pureza analitica (? 99%
de pureza). -se duas solugdes extratoras diferentes através da espectroscopia de absor¢éo naregido do UV-Visivel.

B. Determinacéo do teor de flavonoides

A concentraggo de flavonoides foi determinada pela adigio de 0,5 mL do extrato a 2 mL de &gua destilada e 0,15 mL de NaNO2 5 % (m/v). A
amostra foi mantida em repouso por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,15 mL de AICI3 10 % (m/v) e a amostra foi deixada em repouso novamente por 6
minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de NaOH 1 mol L-1 a0 sistema, seguido de agitagdo manual e andlise espectrofotométrica. A curva de
calibrac3o foi obtida a partir da solug&o padréo de rutina nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 mg L-1, com leitura redizadaem ? = 510 nm. As amostras
foram mantidas ao abrigo da luz durante a realizacdo de todo o procedimento experimental. Os resultados obtidos foram expressos em termos de equivalente-
gramade rutina por mg L-1 de amostra.

C. Determinagao do teor de fenois totais

Para a determinaggo do teor de fendis totais, 0,1 mL do extrato foi diluido em 0,9 mL de &gua ultrapura. Em seguida, 0,1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
foi adicionado ao recipiente. A amostra foi mantida em repouso por 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de Na2CO3 7 % (m/v) e 0,4 mL de &gua
ultrapura a0 tubo contendo a amostra. Esta foi deixada em repouso por 90 minutos a temperatura ambiente antes da realizagéo das leituras. Foi utilizado o
padréo de &cido gédlico nas concentragdes de 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 mg L-1 para obtencdo da curva analitica em ? = 750 nm. Assim como durante a
determinacéo de flavonoides, os recipientes contendo as solucdes foram protegidos da luz, e os resultados foram expressos em termos de equivalente-grama de
&cido gélico por mg L-1 de amostra.

D. Determinagéo da atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de folha e de fruto de café neste estudo foi avaliada pelo método ABTS. O preparo do ABTS+ foi realizado pela mistura
de 15 mL de ABTS 7 mmol L-1 e (NH4)2S208 2,45 mmol L-1, seguido de homogeneizaggo. A solugéo foi mantida no escuro em repouso por 16 h e, em
seguida, diluida com MeOH 80 % (v/v). Para o preparo da amostra, 30 ?L do extrato foi misturado a3 mL de ABTSe+ diluido. A mistura foi homogeneizada e
mantida em repouso por 6 minutos. A curva padrdo de Trolox foi obtida trabalhando-se com as concentrages de 2, 3, 4, 5 e 6 mg L-1 de solugdo-padré&o, com
? =734 nm. Os resultados foram expressos em termos de equivalente-grama de Trolox por mg L-1 de amostra.
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Resultados e discussdo
Os resultados obtidos a partir da realizagdo dos ensaios de determinac@o de flavonoides, fenois totais e de atividade antioxidante pelo método ABTS estdo
apresentados na Figura 1. O interesse no uso da técnica UV-Visivel é associado a vérios fatores, como custo relativamente baixo para a realizagéo dos ensaios,
baixa quantidade de amostra a ser utilizada, baixa quantidade de reagentes quimicos durante a execuggo dos testes, além de ndo ser um ensaio destrutivo da
amostra.
Inicialmente, foi observado que o teor de flavonoides nos frutos de café é cerca de cinco vezes maior que o de fenois totais utilizando-se como solugéo
extratora metanol 80 % (v/v) e aproximadamente 16 vezes maior quando a solucéo de etanol:acetona 7:3 (v/v) é empregada. Na literatura, poucos sdo 0s
trabalhos que investigaram a composi¢éo quimica de frutos verdes e frescos de café, de modo a comparé-los com a composi¢éo dos frutos selecionados para as
etapas de torrefacéo. De acordo com estudos anteriores sobre a composi¢do quimica do gréo verde (imaturo), héd um alto teor de &cido clorogénico presente em
frutos de café, o que confere ata adstringéncia a bebida (PIMENTA, COSTA e CHAGAS, 2000). Estas observacBes foram corroboradas por estudos
posteriores a respeito dos frutos imaturos de café arébica processados por via seca e tmida (NOBRE et al., 2011). Os &cidos clorogénicos — os componentes da
frac&o fendlica mais importantes nos gréos de café verde — sdo os derivados dos &cidos hidroxicinémicos que apresentam maior distribuicdo nos alimentos.
Deve-se considerar que o café é uma importante fonte de compostos fendlicos que ndo se enquadram dentro do grupo dos flavonoides — polifenois que
possuem esqueleto bésico 15 domos de carbono, dispostos em C6-C3-C6 na maioria das vezes em trés anéis (LEITE, 2009) —, além de possuirem
concentracBes significativas de compostos voléteis (DI CARLO et al., 1999, BEDOYA-RAMIREZ et al., 2017). Neste sentido, estudos complementares
devem ser realizados de modo a se investigar as razdes pelas quais o teor de flavonoides nos frutos verdes foi superior ao de compostos fendlicos totais. As
divergéncias em relagdo aos resultados obtidos neste estudo com os dados da literatura podem estar associadas a diferentes fatores limitantes, associados
principalmente ao procedimento experimental, tais como tempo de incubago e quantidade da amostra quantificada.
Com relacéo aos resultados de atividade antioxidante frente ao ion ABTSe+, foi observado que folha e fruto possuem quantidades similares de compostos
antioxidantes quando seus resultados s8o comparados em um mesmo solvente. Todavia, os valores obtidos para o extrato de folha em MeOH 80 % sdo
superiores aos do fruto de café. Para ambos os substratos, os valores expressos na Figura 1 caracterizam a capacidade das diferentes amostras em reagir com
ABTSe+ de modo a inibir processos oxidativos. Foi observado que a solugdo extratora interfere diretamente na extracdo desses compostos no caso dos dois
substratos. Em solugao metandlica, foi verificado um aumento de trés vezes do consumo de Trolox. Todavia, é preciso destacar que, apesar da simplicidade que
este ensaio apresenta, ele é pouco seletivo para a reagdo com dtomos doadores de hidrogénio — em relagéo aos outros métodos j& conhecidos de determinagéo
de atividade antioxidante de matrizes vegetais. Neste caso, € necessario ressaltar que a capacidade antioxidante de uma mistura é dada pela soma das
capacidades antioxidantes de cada uma das substancias que a compdem, do microambiente em gque os compostos se encontram e das condicdes fisico-quimicas
as quais eles serdo expostos. Do mesmo modo, € preciso ter em vista a interacdo dos compostos entre si, 0 que pode induzir a diferentes efeitos sinergéticos ou
inibitérios durante os testes.
Consideragdesfinais
Conclui-se que a concentragéo de flavonoides e de fenois totais, assim como a atividade antioxidante do extrato de folhas de café, sdo superiores as obtidas
para o extrato de fruto fresco numa mesma solugéo extratora. De modo geral, foi observado que misturas hidroalcéolicas favorecem maiores rendimentos de
extragdo do que as misturas de solventes organicos. Ainda que estes resultados devam ser respaldados pela realizag@o de estudos complementares (em relagéo
as concentracdes de flavonoides e de fenois totais nas amostras e ensaios toxicol 6gicos), eles apontam para a potenciaidade que o uso da folha de café pode
apresentar enquanto fonte de compostos antioxidantes para a dieta humana.
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Figura 1. Concentracéo de flavonoides (a), fenois totais (b) e atividade antioxidante (c) de folhas e frutos frescos de café Coffea arabica L.) submetidos a extragdo solido-
liquido com duas solugdes extratoras diferentes.



