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RESUMO

No presente trabalho de tese, foi investigada a presenca de mangiferina, dcidos clorogénicos e
compostos fendlicos ainda ndo identificados em folhas de Coffea arabica de vérias regides do
Brasil (Ceara, Minas Gerais e Sdo Paulo) e Costa Rica (Heredia e Turrialba), além de uma
marca comercial para fazer infusdo. Além disso, atividade antihipertensiva, antioxidante e
anticolinesterdsica dos extratos metandlicos e substincias puras foi avaliada. O estudo
quimico dos extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica, com a utiliza¢do da técnica de
Cromaotrografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e a
espectrometo de massas com ionizador por “eletrospray®, permitiu a identificacio e
quantificacdo de 16 substancias, pertencentes as classes das xantonas, dcidos clorogénicos e
flavonoides, além da cafeina: Acido neoclorogénico, dacido clorogénico, 4cido
criptoclorogénico, 4cido 3,4-dicafeoilquinico, d4cido 3,5-dicafeoilquinico, 4cido 4,5-
dicafeoilquinico, mangiferina, isomangiferina, quercetina-3-O-glucosideo, rutina, rutina
glucosideo, campferol-3-O-ramnoglucosideo, campferol-3-O-diglucosideo ramnosideo,
quercetina-3-0-diglucosideo e quercetina-3-O-ramnogalactosideo. As cinco ultimas
substincias descritas nunca foram relatadas anteriormente na literatura no género Coffea. Os
flavonoides citados rutina, rutina glucosideo, quercetina-3-O-glucosideo e quercetina-3-O-
diglucosideo foram isolados por cromatrografia liquida semi-prepararativa e tiveram suas
estruturas confirmadas com auxilio da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear. Quanto a
quantificagdo de metabolitos secundarios nas folhas de Coffea arabica, as amostras
apresentaram elevadas concentracdes de compostos polifendlicos, com destaque para as
amostras coletadas em Sdo Paulo, com teores de dcido clorogénico, mangiferina e rutina
variando entre 1,52-22,45 g/kg, 1,02-10,31 g/kg e 0,27-8,11 g/kg, respectivamente. A
quantificagdo permitiu verificar que a producdo de metabdlitos nas folhas € influenciada por
vérios fatores, como exposicdo a radiacdo solar, fatores mecanicos, adubacao do solo, altitude
do terreno e idade da folha. A liberacdo de mangiferinas totais (mangiferina e isomangiferina)
do p6 de folha de café em infusdo mostrou-se fortemente dependente da temperatura. Os
extratos metandlicos de folhas de Coffea arabica coletadas no Ceard, Minas Gerais, Sao
Paulo e Costa Rica, assim como as substancias puras mangiferina, rutina e dcido clorogénico,
apresentaram atividade antioxidante nos ensaios DPPH, FRAP, ORAC e HX/XO. Os
compostos quantificados, pertencentes as trés classes polifendlicas, mostraram excelentes
correlagbes com os ensaios antioxidantes. Nenhum extrato metandlico ou substancia pura

testada apresentou inibi¢do significativa da enzima conversora de angiontesina, assim como



nenhuma amostra apresentou atividade anticolinesterdsica. O presente estudo revelou que o
cha de folhas de café pode ser uma excelente bebida funcional, contendo altos teores de
compostos polifendlicos com efeitos bioldgicos positivos como a atividade antioxidante, que
pode ajudar potencialmente a proteger o corpo contra danos causados por estresse oxidativo,

entre outros tipos de danos.

Palavras-chave: Coffea arabica. Folhas de café. Mangiferina. Compostos fendlicos.

Antioxidante. Antihipertensivo. Anticolinesterasico



ABSTRACT

The present work investigated the presence of mangiferin, chlorogenic acids and unpublished
phenolic compounds in Coffea arabica leaves from several regions of Brazil (Ceard, Minas
Gerais and Sdo Paulo) and Costa Rica (Heredia and Turrialba), as well in a commercial
source. In addition, antihypertensive, antioxidant and anticholinesterase activity of the
methanolic extracts and pure substances were evaluated. The chemical study of the
methanolic extracts of Coffea arabica leaves using the High-performance liquid
chromatography coupled to diode array detector and mass spectrometry using the electrospray
ionization interface technique allowed the identification and quantification of 16 substances
belonging to the classes of xanthones, chlorogenic acids and flavonoids, along caffeine:
neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-
dicaffeoylquinic acid, 4,5- dicaffeoylquinic acid, mangiferin, isomangiferin, quercetin-3-O-
glucoside, kaempferol-3-O-ramnoglucoside, kaempferol-3-O-diglucoside ramnoside, rutin,
rutin glucoside, quercetin-3-O-diglucoside e quercetin-3-O-ramnogalactoside. The last five
described substances have never been previously reported in the literature in the genus Coffea.
The flavonoids rutin, glucoside rutin, quercetin-3-O-glucoside and quercetin-3-O-diglucoside
were isolated by semi-preparative liquid chromatography and had their structures confirmed
using the Nuclear Magnetic Resonance technique. About to the quantification of secondary
metabolites in Coffea arabica leaves, the samples presented high concentrations of
polyphenolic compounds, especially the samples collected in Sdo Paulo, with levels of
chlorogenic acid, mangiferine and rutin varying between 1.52-22.45 g / kg, 1.02-10.31 g / kg
and 0.27-8.11 g/ kg, respectively. The quantification of compounds in Coffea arabica leaves
allowed to verify that the production of secondary metabolites in leaves is influenced by
several factors, such as sun exposure, mechanical factors, soil fertilization, altitude and leaf
age. The release of total mangiferins (mangiferin and isomangiferin) from the infusion of
coffee leaf powder was strongly dependent on temperature. The methanolic extracts of Coffea
arabica leaves collected in Ceara, Minas Gerais, Sao Paulo and Costa Rica as well as
mangiferin and chlorogenic acid showed antioxidant activity in the DPPH, FRAP, ORAC and
HX/XO assays. The three classes of polyphenols all showed excellent correlations in the
antioxidant assays. None methanolic extract or pure substance tested showed significant
inhibition of the angiotensin-converting enzyme, as no sample showed anticholinesterase
activity. The present study show that coffee leaf tea could be an excellent functional beverage,

containing many polyphenolic compounds with many positive biological effects, such as high



antioxidant activity that may potentially help protect the body against damage linked to

oxidative stress, among other types of damage.

Keywords: Coffea arabica. Coffee leaves. Mangiferin. Phenolic compounds. Antioxidant.

Antihypertensive. Anticholinesterase.
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1 INTRODUCAO

O chd e o café (Figura 1), as bebidas mais populares do mundo, t€ém sido
consumidas por milhares de anos. O chd é produzido por infusdes das folhas secas ou botdes
de Camellia sinensis e, dependendo da forma de processamento e época de colheita, podem
originar os chds verde, preto ou oolong (WANG; HO, 2009; LYN et al., 2003) (Figura 2). A
producdo anual de cerca de 1,8 milhdo de toneladas de folhas secas fornece por volta de 40
litros de bebida per capita em todo o mundo (WANG; HO, 2009). O café € a terceira bebida
mais consumida no mundo, depois da dgua e do chd (WANG; HO, 2009). O café é produzido
a partir dos graos torrados do fruto do cafeeiro (Figura 2). Coffea arabica L. (café Arébica-
Figura 2) e C. canephora Pierre ex Froehner A. (café robusta) sdo as duas espécies utilizadas
na producdo de café, fornecendo 58,23 e 41,77% da producdo comercial mundial,

respectivamente [Organizacdo Internacional do Café (OIC), 2015].

Figura 1- Cha e café

Fonte: http://www.rivertea.com

Figura 2- Camellia sinensis e Coffea arabica L.
el e T R W
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Fonte: http://www.rivertea.com

Muitos estudos relatam a relacdo entre o consumo de cha ou café e a prevencdo de
doencas, o que pode estar relacionado aos seus conteidos de polifendis, majoritariamente

flavonoides e acido fendlicos (WANG; HO, 2009).
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H4 um crescente interesse na quimioprevencdo usando produtos naturais,
especialmente compostos fendélicos, como um meio promissor para o controle do cancer. Uma
grande variedade de compostos fendlicos, particularmente aqueles encontrados em plantas
medicinais, foi encontrada por possuir atividades anticarcinogénica e antimutag€nica. A
maioria destes compostos fendlicos de ocorréncia natural possui propriedades antioxidativas
que podem estar associadas com a quimioprevencdo (OWEN er al., 2000). A
quimioprevencdo € definida como o uso de agentes quimicos naturais ou sintéticos para
reverter, suprimir ou prevenir o processo de evolugdo do cancer (carcinogénese) (OLIVEIRA
et al., 20006).

No processo normal de respiracdo celular, durante o transporte de elétrons nas
mitocondrias, o oxigénio pode ser reduzido parcialmente, gerando espécies reativas de
oxigénio (EROs), como anion superoxido (Oz’), peroxido de hidrogénio (H20:) e radical
hidroxila (OH") (SEIFRIED et al., 2007). Muitos fatores podem ajudar a promover um
aumento maior que o normal na producio dessas espécies reativas (estresse oxidativo), como
fatores externos tais como o tabagismo, obesidade, poluentes ambientais, radiacdes, drogas,
pesticidas, solventes industriais € o ozonio (CAROCHO; FERREIRA, 2013). As EROs,
quando presentes em concentracdes suficientemente altas, podem danificar proteinas e
lipidios celulares ou formar aductos de DNA, que podem promover a atividade cancerigena.
A célula conta com vdrios antioxidantes que sdo capazes de restringir as lesdes induzidas
pelos EROs. Esses antioxidantes, que podem ser enzimaticos ou ndo enziméticos, podem ser
produzidos pela propria célula ou obtidos pela dieta, como os compostos fendlicos citados
anteriormente (SEIFRIED er al., 2007, CAROCHO; FERREIRA, 2013; SILVA;
JASIULIONIS, 2014). Eles podem inibir a acdo de radicais livres por dois mecanismos
principais: pela doacao de dtomos de hidrogénio (1) ou pela transferéncia de elétron, causando

a reducdo do radical livre (2) (PRIOR et al, 2005).

X +AH > XH+A (1)
X +AH > X +AH * 2)

O composto quimico mangiferina, um entre diversos exemplos de substancias
fendlicas, € uma promessa considerdvel como um quimiopreventivo natural. A mangiferina
(1,3,6,7-tetra-hidroxixantona-C2- B-D-glucosideo), cuja a representacdo estrutural &
apresentada na Figura 3, é uma xantona C-glicosilada altamente resistente a hidrdlise e estd

amplamente distribuida no reino vegetal como revisto por Vyas et al, 2012.
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Figura 3- Representagdo estrutura da mangiferina
OH

OH
0 OH O

HO

OH
OH
HO 0 OH

Fonte: Barreto et al., 2008

Além de inibir a carcinogénese no intestino (YOSHIMI et al., 2001), estudos
relatam que o composto mangiferina possui potentes efeitos citoprotetores e antigenotdxicos
contra a toxicidade induzida por CdCl, em células HepG2 com base no espectro de absorcao,
que foram atribuidas a uma redu¢do nos niveis de espécies reativas de oxigénio (SATISH
RAO et al., 2009), propriedades anti-alérgicas (RIVERA et al., 2006), propriedades anti-
helminticas (GARCIA et al, 2003), efeitos gastroprotetores (CARVALHO et al., 2007;.
MORALIS et al., 2012), potentes efeitos hepatoprotetores sobre os danos causados ao figado
induzidos por CCls em ratos (RASOOL et al., 2012), efeitos quimiopreventivos e
quimioterapéuticos (RAJENDRAN et al., 2008) e propriedades antivirais (YOOSOOK et al.,
2000). A mangiferina também foi utilizada nos gé€neros alimenticios para o tratamento de
diabetes (WADA, 2007) e no tratamento e prevencdo de doencas neurodegenerativas e
sintomas do envelhecimento (MATUTE et al., 2007, RAO et al. 2012). A mangiferina
também € relatada na literatura possuindo fortes efeitos sequestrantes de espécies reativas de
oxigénio (BARRETO et al., 2008) que atacam moléculas de DNA, proteinas e lipideos,
contribuindo para o desenvolvimento de varias doengas crdnicas, incluindo o cancer (TANG
et al., 2004). A mangiferina € considerada nao-toxica, pois a sua dose letal mediana (DL50)
de ingestao relatada em ratos € de 400 mg/kg (JAGETIA; BAIGA, 2005).

As seguintes espécies de plantas sdo reportadas na literatura por conter mangiferina:
Anemmarhena asphodeloides, Aphloia theiformis, Arrabidaea patellifera, Arrabidaea
samydoides, Bersama abyssinica, Bombax ceiba, Bombax malabaricum, Cratoxylum
cochinchinens, Cyclopia genistoides, Cyclopia subternata, Folium mangiferae, Folium
pyrrosiae, Gentiana lutea, Gentianella nitida, Gnidia involucrata, Hypericum perforatum,
Mahkota Dewa, Mangifera indica, Mangifera odorata, Phaleria cumingii, Phaleria
macrocarpa, Mangifera Persiciformis, Polygala hongkongensis, Pyrrosia gralla, Rhizoma

anemarrhenae, Rhizoma belamcandae, Salacia hainanensis, Salacia oblonga, Salacia
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reticulate, Swertia macrosperma, Swertia chirata, Swertia mussotii, Swertia punicea,
Trichomanes reniforme and Zizyphus cambodiana (VYAS et al., 2012). Entretanto, estas
plantas, exceto as espécies Cyclopia subternata e Mangifera indica (BARRETO et al., 2008),
ndo sdo uma fonte vidvel de mangiferina para consumo oral, por serem téxicas. A espécie
Cyclopia subternata, juntamente com outras espécies do género Cyclopia, sdo populares pela
preparacdao de um chd de ervas denominado "honeybush". Esta planta representa uma fonte
vidvel natural de mangiferina, sendo relatadas concentracdes de 11,8 gramas de substincia
por 100g (118 g/kg) de extrato por Beer e Joubert (2010). Entretanto, a disponibilidade desse
vegetal é extremamente limitada, pois € um arbustro endémico da regido de Cape Fynbos, na
Africa do Sul, ou seja, ocorre somente naquela regidio (KOKOTKIEWICZ; LUCZKIEWICZ,
2009).

Campa et al. (2012) identificaram o composto mangiferina nas folhas de sete
espécies de café Africana: C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf., C.
pseudozanguebariae, C. salvatrix e C. sessiliflora, que representam excelentes fontes naturais
desse potente agente preventivo de doengas, cujas propriedades foram descritas. Assim como
as folhas secas ou botdes de Camellia sinensis, as folhas do cafeeiro também podem ser
aproveitadas para fazer infusdo, resultando em uma bebida pouco conhecida no Brasil, porém
bastante consumida no continente africano. Além do composto mangiferina, Campa et al.,
(2012) também identificaram a presenca de 4acidos clorogénicos nas folhas das mesmas
espécies mencionadas para mangiferina € em mais outras 16 espécies (C. canephora, C.
congensis, C. humilis, C. liberica, C. mannii, C. racemosa, C. stenophylla, C. leroyi, C.
andrambovatensis, C. ankaranensis, C. augagneuri, C. millotii, C. perrieri, C. resinosa, C.
tsirananae, C. vohemarensis).

Os 4cidos clorogénicos sdo compostos fenolicos formados pela esterificacdo do
acido quinico com é&cidos cindmicos, tais como o 4cido caféico, fertilico ou p-cumdrico.
Diversos efeitos benéficos do café podem ser atribuidos a esses compostos. (REGAZZONI et
al., 2016). Os grupos mais abundantes de isomeros de 4cido clorogénico no café sdo os acidos
cafeoilquinicos, dicafeoilquinicos e feruloilquinicos (FELBERG et al., 2015). Eles exercem
propriedades benéficas a saide, ndo s6 devido a suas potentes atividades antioxidantes, mas
também como agentes hepatoprotetores, hipoglicémicos, antiespasmdédicos, antivirais,
antibacterianos e antiinflamatérios, além de reduzir o risco relativo de doencgas
cardiovasculares, diabetes tipo 2 e doenca de Alzheimer (FARAH; DONANGELO, 2006;
FELBERG et al., 2015).
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Devido ao alto potencial farmacolégico dos compostos mencionados (mangiferina
e dcidos clorogénicos), além de existir relativamente poucos estudos relacionados a
composi¢ao fendlica das folhas de café (TREVISAN et al., 2016; PATAY et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2014; DELAROZA et al., 2014; JUNIOR et al., 2012; CAMPA et al.,
2012; FERNANDES et al., 2011; MAGALHAES et al. 2010; TALAMOND et al., 2008;
BERTRAND et al., 2003; ASHIHARA et al., 1996), uma vez que o maior foco estd voltado
para as sementes de café, no presente trabalho foi investigada a presenca de mangiferina,
dcidos clorogénicos e compostos fendlicos ainda ndo identificados em folhas de Coffea
arabica coletadas em vadrias regides do Brasil (Ceard, Minas Gerais e S3o Paulo) e Costa Rica
(Heredia e Turrialba) e de uma marca comercial para fazer infusdo, o que levard ao
aproveitamento de um subproduto do café. Além disso, atividade antihipertensiva,
antioxidante e anticolinesterdsica dos extratos metandlicos e substancias puras foram

avaliadas.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 A familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae € a quarta familia em nimero de espécies das Angiospermas,
ficando atrds apenas das familias Orchidaceae, Asteraceae e Leguminosae (DELPRET;
JARDIM, 2012). A familia possui uma distribuicdo cosmopolita, possuindo cerca de 660
géneros e 11.150 espécies, com a maioria dos géneros e espécies ocorrendo em regides
tropicais umidas. Esta € uma das maiores familias de plantas floriferas e € representada quase
mundialmente, embora seja mais abundante nas regides tropicais de ambos os hemisférios.
S@o importantes membros econdmicos da familia o café (Coffea), a quinquina (Cinchona), a
garanca (Rubia), e varias plantas horticolas (TAO et al., 2011).

Segundo Jung-Mendacolli (2007), a familia Rubiaceae € constituida por:

Arvores, arbustos, subarbustos, ervas, trepadeiras, lianas ou epifitas.
Folhas simples, inteiras, opostas, decussadas, verticiladas, raro alternas;
estipulas interpeciolares ou intrapeciolares; domdacias presentes ou nao.
Inflorescéncia terminal ou axilar, paniculada a cimosa, racemosa, capitada
ou espiciforme, até flor solitaria. Flores bissexuadas ou unissexuadas,
geralmente actinomorfas, (2-3)4-5(6-7)-meras; distilia presente ou ndo;
corola gamopétala, prefloracdo valvar, imbricada ou contorta; androceu
isostemone, estames alternos aos lobos da corola; ovdrio infero, raro stpero,
2(1-8)-locular, Iéculos 1 a multiovulados; estilete 1, bifido ou multifido,
estigmas tantos quantos os léculos do ovdrio; disco geralmente presente.

Fruto drupdceo, bacidceo ou capsular.

Os cafeeiros pertencem a familia Rubiaceae e sdo classificados em dois géneros, o
Coffea L. e o Psilanthus Hook, os quais diferem, basicamente, por particularidades
apresentadas nas estruturas das folhas (BRIDSON, 1987). Existem perto de 103 espécies do
género Coffea, todas exclusivamente restritas as florestas tropicais da Africa, Madagascar e
ilhas do Oceano Indico (Ilhas Mascarenhas) (KUFA; BURKHARDT, 2011). J4 o género
Psilanthus Hook possui 20 espécies, todas ocorrendo da Africa Ocidental ao norte da

Austrélia (DAVIS et al., 2011).
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2.2 A espécie Coffea arabica

Dentre as 103 espécies do género Coffea L., Coffea ardbica (Figuras 4 e 5) é a
espécie mais utilizada na produgdo de café, fornecendo aproximadamente 60% da producgao
comercial, como dito anteriormente. Apesar de seu nome, a planta € nativa da Etipia e ndo da
Arébia. Acredita-se que a espécie foi introduzida na Ardbia antes do século XV. A espécie foi
plantada em Java em 1690, e o cultivo logo se espalhou por todas as Indias Ocidentais,
América Central e certas regides da América do Sul (SMALL, 2009).

Segundo Coste (1955, apud Souza et al., 2004, p.11) a espécie Coffea arabica é

descrita da seguinte forma:

As plantas de café ardbica sao arbustos monocaules, com até 4,0 m de altura.
As folhas sdo ovaladas ou sublanceoladas, os bordos sdo ondulados, e
geralmente medem cerca de 10 cm a 15 cm de comprimento por 4 cm a 6 cm
de largura. A coloracdo predominante € verde escura, sendo que a epiderme
superior apresenta aspecto brilhante. Nos vértices formados entre as nervuras
secunddrias e a principal, geralmente ocorrem mindsculas cavidades
denominadas domdcias. As flores sdo hermafroditas e agrupadas em
conjuntos de 8 a 15, formando inflorescéncias denominadas glomérulos. A
base de cada flor € composta por um pedicelo de Imm a 3 mm de
comprimento e um calice curto. As pétalas, geralmente em niimero de cinco,
sdo soldadas formando a corola que mede cerca de 8 mm a 10 mm
longitudinais. A partir de cada pétala surge um filete curto, em cuja
extremidade fixam-se anteras lineares de 6 mm a 8 mm. O pistilo é
constituido de um tubo longo (12 mm a 15 mm) que se projeta, a partir do
ovdrio até acima da corola, culminando com um estigma bifido. O fruto é
uma drupa ovéide bilocular, que quando madura pode apresentar coloracio
vermelha ou amarela. Por causa da pouca importincia do endocarpo, é
frequentemente considerado como baga. As sementes, geralmente em
nimero de duas, s@o envolvidas pelo endocarpo, que é chamado de
pergaminho e recobertas por um perisperma delgado, conhecido como
pelicula prateada. O grdo é comercialmente conhecido como fava e compde-
se principalmente do endosperma, que apresenta coloragdo verde azulado. O
endosperma € rico em polissacarideos (50% a 55% da matéria seca do grao),

lipideos (12% - 18%) e proteinas (11% - 13%).



Figura 4- Ilustracio da espécie Coffea ardbica.

Fonte: M.T.S. TREVISAN.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Atividade farmacolégica e metabolitos secundarios detectados nas folhas do género

Coffea

O estudo da composicdo quimica das folhas de café é negligenciado até os dias de
hoje devido ao foco nas sementes, cuja composicdo e atividades farmacoldgicas ja foram e
ainda sdo extensivamente estudadas. As sementes de café sdo ricas em substancias
polifendlicas, as quais sdo relatadas na literatura possuindo atividade antioxidante,
hepatoprotetora, antibacteriana, antiviral, antiinflamatéria e hipolipidémica (PATAY et al.,
2016). Apesar de as sementes do café serem um alvo maior de estudos cientificos, crescente
atencao tem sido dada para as folhas nos ultimos anos devido a sua composic¢ado polifendlica,
o que pode inferir a infusdo feita a partir das folhas alto potencial nutracéutico. A Tabela 2
(pagina 30) apresenta o teor de compostos fendlicos e cafeina encontrados nas folhas de
Coffea arabica, teores equiparaveis aos encontrados em alimentos funcionais como a semente
do café, cha verde e preto, erva-mate, carqueja e folhas da mangueira (PUANGPRAPHANT;
MEIJIA, 2009; MARQUES; FARAH, 2009; VIEIRA et al., 2009; BARRETO et al, 2008;
FARAH et al., 2005).

A infusdo das folhas de café € preparada a partir de folhas secas da espécie Coffea
arabica, de forma semelhante ao cha verde (C. sinensis). Existem relativamente poucos
estudos sobre o uso de folhas de café como planta medicinal (GIDAY, ASFAW E WOLDU,
2010), embora seu uso tenha sido comum de trés a quatro séculos na Africa. A infusdo de
folhas de Coffea arabica é consumida no continente africano para tratar diarreia e dores
intestinais. Também € usado para gerenciar o virus HIV nos distritos de Kamuli, Sembabule,
Kabale e Gulu em Uganda (LAMORDE et al., 2010). Na Nicardgua, as folhas de café
também sdo mencionadas para dor de cabeca e dores de estbmago e no Peru como supressora
de tosse, bem como para febre e estimulagcdo da produgdo de prolactina no México. Por outro
lado, o cha feito com as folhas do café liberiano foi descrito como atividade laxante (ROSS,
2005).

Na Tabela 3 (pagina 31), estdo registradas as 24 substincias identificadas nas
folhas do género Coffea nos ultimos 30 anos (1987 a 2017), pertencentes as classes das
xantonas, acidos clorogénicos, flavonoides e alcaloides. As representacdes estruturais dessas
substancias estdo apresentadas na Figura 6 (pagina 13). A busca foi realizada nos programas

computacionais SciFinder® e Scopus (www.scoupus.com), utilizando as palavras chave
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2 13 2 13

“coffea xanthone leaves”, “coffea chlorogenic acids leaves”, “coffea flavonoids leaves”,
“coffea phenolic leaves” e “coffea alkaloids leaves”, para pesquisa de compostos das classes
das xantonas, dcidos clorogénicos, dcidos fendlicos, flavonoides e alcaloides. Os resultados

obtidios com a busca estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de relatos cientificos sobre a composi¢do quimica das folhas de café do
género Coffea, encontrados com os programas computacionais ScinFinder e Scopus.

Dados compilados Scifinder Scopus
Coffea/folhas/acidos clorogenicos 2 29
Coffea/folhas/fendlicos 6 33
Coffea/folhas/flavonoides 1 14
Coffea/folhas/xantonas 1 5

Coffea/folhas/cafeina 7 49




Tabela 2. Teor de compostos fendlicos e cafeina em folhas de Coffea arabica em comparacido com outros alimentos funcionais.
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Coffea arabica Coffea arabica Mangifera Indica Cz‘zmellfa Cz‘zmellfa Ilex. . Ba‘cchan‘s
(folhas) (semente) (folhas) sinensis sinensis paraguariensis Gemstello.tdes
(cha verde) (cha preto) (erva-mate) (carqueja)
Compostos g/100 g peso seco
0.57 5,81
Mangiferina (CAMPA et al., - (BARRETO et al, - - - -
2012) 2008)
Acido 0,10 0,48 0,04 0,03 1,40 0,23
3-cafeoilquinico (CAMPA et al., (FARAH et al., - (MARQUES; (MARQUES; (HECK et al., (MARQUES;
2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009) 2008) FARAH, 2009)
Acido 0,26 0,54 0,08 0,06 1,22 0,18
4-cafeoilquinico (CAMPA et al., (FARAH et al., - (MARQUES; (MARQUES; (HECK et al., (MARQUES;
2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009) 2008) FARAH, 2009)
Acido 3,23 3,12 0,02 0,05 3,14 0,36
5-cafeoilquinico (CAMPA et al., (FARAH et al., - (MARQUES; (MARQUES; (HECK et al., (MARQUES;
2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009) 2008) FARAH, 2009)
Acido 0,05 0,24 0,55 0,12
34- (CAMPA et al., (FARAH et al., - - - (MARQUES; (MARQUES;
dicafeoilquinico 2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009)
Acido 0,17 0,25 2,33 0,30
3,5-dicafeoilquinico (CAMPA et al., (FARAH et al., - - - (MARQUES; (MARQUES;
i 2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009)
Acido 0,04 0,28 1,36 0,19
4,5-dicafeoilquinico (CAMPA et al., (FARAH et al., - - - (MARQUES; (MARQUES;
’ 2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009)
4A-§':::'(l)lloilqul’nic0 + 0,12 0,25 1,3 0,01
Acido (CAMPA et al., (FARAH et al., - - - (MARQUES; (MARQUES;
P 2012) 2005) FARAH, 2009) FARAH, 2009)
5-feruloilquinico
0,21 0,93-1,33 2,41 3,17 1,66
Cafeina (ASHIHARA et (SILVAROLLA - (TFOUNI et al., (TFOUNI et al., (HECK et al., -
al., 1996) et al., 2000) 2017) 2017) 2008)
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Tabela 3- Xantonas, acidos clorogénicos, flavonoides, acidos fendlicos e alcaloides identificados nas folhas

do género Coffea.

Xantonas

Espécies

Referéncias

1  Mangiferina

2 Isomangiferina

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,

C.pseudozanguebariae, C. salvatrix, C. sessiliflora

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae, C. salvatrix, C. sessiliflora

TREVISAN et al., 2016
ALMEIDA et al., 2014
CAMPA et al., 2012
TALAMOND et al., 2008
TREVISAN et al., 2016
ALMEIDA et al., 2014
CAMPA et al., 2012
TALAMOND et al., 2008

Acidos Clorogénicos

Espécies

Referéncias

3  Acido
5-cafeoilquinico

4 Acido
4-cafeoilquinico

5 Acido
3-cafeoilquinico

6 Acido 4-
feruloilquinico
7 Acido 5-
feruloilquinico
8 Acido34-
dicafeoilquinico
9  Acido 3,5-
dicafeoilquinico

10 Acido 4,5-
dicafeoilquinico

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae, C. salvatrix, C. sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, C. mannii, C. racemosa,

C. stenophylla, C. leroyi, C. andrambovatensis, C. ankaranensis,
C. augagneuri, C. millotii, C. perrieri, C. resinosa, C. tsirananae,
C. vohemarensis, C. benghalensis

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae , C. salvatrix, C. Sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, C. mannii, C. racemosa,

C. stenophylla, C. leroyi, C. andrambovatensis, C. ankaranensis,
C. augagneuri, C. millotii, C. perrieri, C. resinosa, C. Tsirananae,
C. vohemarensis

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae, C. salvatrix, C. Sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, C. mannii, C. racemosa,

C. stenophylla, C. leroyi, C. andrambovatensis, C. ankaranensis,
C. augagneuri, C. millotii, C. perrieri, C. resinosa, C. Tsirananae,
C. vohemarensis

C. arabica, C. canephora, C. humilis, C. liberica, C. mannii,
C. stenophylla, C. leroyi, C. andrambovatensis, C. ankaranensis, C.
resinosa, C. vohemarensis

C. arabica, C. canephora, C. humilis, C. liberica, C. mannii,
C. stenophylla, C. leroyi, C. andrambovatensis, C. ankaranensis, C.
resinosa, C. vohemarensis

C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae C. salvatrix, C. Sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, , C. racemosa, C. augagneuri,
C. perrieri, C. resinosa, C. tsirananae,

C. arabica, C.  eugenioides, C.  heterocalyx  cf,
C.pseudozanguebariae C. salvatrix, C. sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, C. racemosa, C. leroyi, C.
andrambovatensis, C. ankaranensis, C. augagneuri, C. perrieri, C.
resinosa, C. Tsirananae, C. Vohemarensis

C. anthonyi, C. arabica, C. eugenioides, C. heterocalyx cf.,
C.pseudozanguebariae C. salvatrix, C. Sessiliflora, C. canephora,
C. congensis, C. humilis, C. liberica, C. racemosa, C. leroyi, C.
andrambovatensis, C. ankaranensis, C. augagneuri, C. perrieri, C.
resinosa, C. vohemarensis

PATAY et al., 2016
ALMEIDA et al., 2014
DELAROZA et al., 2014
JUNIOR et al., 2012
CAMPA et al., 2012
BERTRAND et al., 2003
FERNANDES et al.,2011
MAGALHAES et al., 2010
MONDOLOT et al., 2006
CAMPA et al., 2012
JUNIOR et al., 2012

CAMPA et al., 2012
JUNIOR et al., 2012

CAMPA et al., 2012

CAMPA et al., 2012
MONDOLQOT et al., 2006

CAMPA et al., 2012
MONDOLQOT et al., 2006

CAMPA, et al., 2012
MONDOLOT, et al., 2006

CAMPA et al., 2012
MONDOLQOT et al., 2006
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(continuacio)
Flavonoides Espécies Referéncias
11 Quercetina C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
12 Quercetina-3-0- C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
glucosideo ALMEIDA et al., 2014
13 Rutina C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
14 Rutina glucosideo ALMEIDA et al., 2014
15 Campferol C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
16 Isorhamnetina C. arabica ALMEIDA et al., 2014
glucosideo
17 Procianidina B C. arabica ALMEIDA et al., 2014
18 Epicatequina C. arabica ALMEIDA et al., 2014
Acidos fenélicos  Espécies Referéncias
19 Acido caféico C. arabica, C. benghalensis, C. canephora, C. racemosa PATAY et al., 2016
MAGALHAES, et al., 2010
20 Acido p-cumdrico C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
21 Acido sindpico C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
22 Acido ferdlico C. arabica, C. benghalensis PATAY et al., 2016
Alcaloides
23 Cafeina C. arabica, C. canephora, C. racemosa DELAROZA et al., 2014
FERNANDES et al.,2011
MAGALHAES et al., 2010
ASHIHARA et al., 1996
24 Teobromina C. arabica. C. canephora, C. racemosa DELAROZA et al., 2014

MAGALHAES et al., 2010
ASHIHARA et al., 1996

Figura 6- Representacao estrutural dos compostos detectados em folhas do género Coffea.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

- Estudo quimico e farmacolégico de folhas de Coffea arabica.

4.2 Especificos

- Identificar, quantificar e isolar mangiferina, dcidos clorogénicos e compostos fendlicos ainda
nao identificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no Brasil (Ceard, Minas Gerais e Sao

Paulo), Costa Rica (Cartago e Heredia) e de uma amostra comercial.

- Avaliar caracteristicas similares entre os compostos fenolicos quantificados nas folhas de
Coffea arabica coletadas em Sao Paulo e Ceara com andlise de reconhecimento de padrdes

(PCA).

- Avaliar os extratos metanolicos das folhas de Coffea arabica e compostos puros ou isolados
quanto:

1) a inibicdo da enzima conversora de angiotensina;

2) ao potencial antioxidante (DPPH, FRAP, ORAC e HX/XO);

3) a inibicdo da enzima acetilcolinesterase;



37

5 MATERIAL E METODOS

5.1. Material estudado- folhas de Coffea arabica

O material estudado foi coletado em diversas localidades do Brasil (Ceard, Minas
Gerais, Sao Paulo) e Costa Rica (Herradura e Turrialba) pela professora Dra. Maria Teresa
Sales Trevisan. O material trata-se de folhas de café da espécie Coffea arabica. Todas as
amostras foram detalhadas nos subtdpicos seguintes segundo local de coleta, tratamento ao
cafeeiro ou cultivares. Além do material coletado, folhas de café (Coffea arabica) para fazer
infusio da marca “CHA & CIA”, vendidos comercialmente, foram utilizadas no presente

estudo.
5.1.1. Folhas de café do Brasil (Ceard)

As amostras de folha de café obtidas no estado do Ceard foram coletadas nos
municipios de Pacoti, Mulungu e Guaramiranga, localizados na serra de Baturité a 736, 801 e

865 metros de altitude, respectivamente. A Figura 7 mostra o mapa desses municipios.

Figura 7- Mapas de Pacoti, Mulungu e Guaramiranga no estado do Cear4.

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Mulungu_%?28Cear%C3%A1%?29, com modificacdes.
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As amostras sio provindas de cafeeiros sombreados, plantio sem fins comerciais.
O sombreamento com emprego de outras plantas gera condi¢cdes mais favordveis ao
desenvolvimento do café, como a diminui¢do da amplitude térmica e da demanda hidrica da
planta devido a diminui¢do da incidéncia solar direta, assim como na reducao da incidéncia de
ventos que contribuem para a evaporacdo da 4gua das folhas e para danos mecanicos que

deixam as plantas suscetiveis a doengas. As folhas estudadas seguem nomeadas na Tabela 4,

detalhadas com o local da coleta e caracteristicas do cafeeiro.

Tabela 4- Descricdo do local e caracteristica das folhas de café coletadas no Ceara.

Amostra  Municipio e local de coleta Descricao
Folh dult 10-20 , coletad
CEP1 Pacoti, Sitio Sao Gongalo ,O as adultas ( . cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh 1 10-2 1
CEG1 Guaramiranga, Sitio Sdo Francisco othas adultas ( 0. 0 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
CEG2 Guaramiranga, distrito de Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
Pernambuquinho, Sitio Canada diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh dult 10-20 letad
CEG3 Guaramiranga, Sitio Correntinho ,O as adultas ( ) cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh i 5-8 , letad
CEG4 Guaramiranga, Sitio do Paulo ,O as jovens  ( ) cm), - coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh 1 10-2 1
CEG4.2  Guaramiranga, Sftio do Paulo olhas ‘adultas (10-20 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh 1 10-2 1
CEGS5 Guaramiranga, Sitio Paulo 2 ,O as adultas ( 0, 0 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh dultas 10-2 letad
CEG6 Guaramiranga, Sitio Santa Cecilia ,O as (adultas . 0 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Guaramiranga, distrito de Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
CEG7 i » . .
Pernambuquinho, Sitio Bota Fogo  diretamente do cafeeiro sombreado.
Folh 1 10-2 1
CEM1  Mulungu, Pousada Le Réve olhas ‘adultas (10-20 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro sombreado.
Folhas adultas (10-20 cm), coletadas do
CEM2 Mulungu, Pousada Le Réve chdo, logo abaixo do cafeeiro
sombreado.
Folh dult 10-2 letad
CEM3 Mulungu, Sitio Sao Roque olhas adultas (10-20 cm), coletadas

diretamente do cafeeiro sombreado.
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5.1.2. Folhas de café do Brasil (Minas Gerais)

As amostras de folhas de café obtidas no estado de Minas Gerais foram coletadas
nos municipios de Manhumirim, Perddes e Bom Sucesso, localizados a 618, 848 e 952 metros
de altitude, respectivamente. As amostras foram coletadas durante a segunda semana de

setembro (2013). A Figura 8 apresenta o mapa dos municipios de coleta.

Figura 8- Mapas de Perddes, Bom Sucesso e Manhumirim no estado de Minas Gerais.

;

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Bom_Sucesso_%28Minas_Gerais%29, com modificagdes.

As folhas de Bom Sucesso sdo provenientes de cafeeiros que possuiam
tratamentos tradicionais, onde o café produzido possuia fins comerciais. As provindas de
Manhumirim sao de cafeeiros submetidos a tratamento homeopético, onde o café produzido
também possuia fins comerciais. O tratamento homeopatico se baseia no principio de que
"semelhante pelo semelhante se cura", ou seja, o tratamento se dd a partir da dilui¢do e
dinamizacdo da mesma substancia que produz a doenga em uma planta sauddvel, tornando-a
mais resistente a doengas, a pragas € a impactos ambientais, pois estimula o sistema de defesa
dela. J4 as amostras provindas de Perddes possuiam trés tipos de tratamentos: tratamento
tradicional, tratamento "quebra-vento" e tratamento "cobertura do solo e adubacdo verde",

onde o café produzido também possuia fins comerciais. O tratamento "quebra vento" consiste
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em utilizar uma ou mais fileiras de drvores ou arbustos plantados ao longo das extremidades
do terreno da plantacdo de café, com o propdsito de quebrar a forca dos ventos e proteger
contra impactos negativos causados por ventos muito fortes. J4 o tratamento "cobertura do
solo e adubacdo verde" consiste em plantar uma cobertura verde de leguminosas debaixo ou
entre as plantas de café e cobrir a superficie do solo com qualquer material organico. Além de
reter a umidade do solo, a cobertura verde e a cobertura do solo com material orginico
ajudam a reduzir a erosdo e aumentar a fertilidade do solo. Os tratamentos "quebra vento" e
"cobertura do solo e adubagdo verde" foram desenvolvidos por uma iniciativa de pesquisa
chamada "coffee & climate", um projeto de pesquisa global articulado por grandes empresas
particulares e instituicdes publicas que oferecem aos produtores de café um conjunto de
técnicas para enfrentar o cendrio de mudancas climdticas na cadeia do café. A coordenagdo do
projeto no Brasil estd sob a responsabilidade da Fundagdo Hans Neumann. A iniciativa
também apoia cafeicultores na Guatemala, Tanzania e Vietna.

As folhas coletadas no estado de Minas Gerais seguem nomeadas na Tabela 5,

detalhadas com o local da coleta e caracteristicas das folhas e cafeeiros.

Tabela 5- Descri¢ao do local e caracteristica das folhas de café coletadas em Minas Gerais.

Amostra  Municipio e local de coleta Descricao

Folhas ] 5-8 cm), coletad
Bom Sucesso, Propriedade Bom olhas jovens ( cm), coletadas

MGBS1 diretamente do cafeeiro; tratamento
Sucesso ..
tradicional.
) Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
MGBS1.2 Bom Sucesso, Propriedade Bom diretamente do cafeeiro; tratamento
Sucesso ..
tradicional.
Folh 1 10-2 1
Manhumirim, Propriedade Parada _O as adultas (10 0‘cm), coletadas
MGM1 . diretamente do cafeeiro; tratamento
Independéncia »
homeopatico.
Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
MGP1 Perdoes, Comunidade de Machado diretamente do cafeeiro; tratamento

"quebra vento".

Folhas adultas (10-20 cm), coletadas da
te d feei OXi lo,

MGP2 Perdoes, Comunidade de Machado parte €o ca e<’e'1ro proxima ao solo, com

tratamento "cobertura do solo e

adubacao verde".

Folhas adultas (10-20 cm), coletadas da
parte superior do cafeeiro; tratamento

MGP2.2  Perddes, Comunidade de Machado .
"cobertura do solo e adubagdo verde".
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(continuacio)
Amostra  Municipio e local de coleta Descricao
Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
MGP3 Perddes, Comunidade de Machado diretamente do cafeeiro; tratamento
tradicional.

5.1.3. Folhas de café do Brasil (Sao Paulo)

As amostras de folha de café obtidas no estado de Sao Paulo foram coletadas no
municipio de Campinas localizado a 685 metros de altitude. As amostras foram coletadas

durante a primeira semana de maio (2014). A Figura 9 mostra o mapa desse municipio.

Figura 9- Mapa de Campinas no estado de Sao Paulo.

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Campinas.

As amostras de folha de café foram obtidas de diferentes cultivares de café,
desenvolvidos pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), instituto de pesquisa da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de Sdo Paulo. As amostras foram obtidas na sede do instituto em
Campinas, no Centro de Café ‘Alcides Carvalho’, e seguem nomeadas e detalhadas com as

caracteristicas dos cultivares na Tabela 6.



42

Tabela 6- Descricdo do local e caracteristica dos cafeeiros das amostras coletadas em Sao

Paulo.

Amostra Cultivar

Descricao

SP1 IAC Ouro Verde

Porte baixo, ramificacdo secundéria
abundante; folhas novas, coloragdo
verde ou bronze; frutos vermelhos de
maturacdo média a tardia; sementes
com peneira média entre 16 e 17,
suscetivel a ferrugem.

SP2 Obata 1669-20

Porte baixo; internddios curtos; boa
ramificacdo secunddria; brotos novos
de coloragdo verde; frutos grandes,
vermelhos e de maturacdo média a
tardia, sementes com peneira média 17;
moderadamente resistente a ferrugem.

SP3 Tupi 1669-33

Porte baixo; internddios curtos; brotos
novos de coloracdo bronze; frutos
vermelhos e de maturacdo precoce;
sementes com peneira média em torno
de 17; resistente a ferrugem.

SP4 Catuai Amarelo IAC-62
SP4.2 Catuai Amarelo IAC-86

SP5 Catuai Vermelho IAC- 144
SP5.2 Catuai Vermelho IAC-44
SP5.3 Catuai Vermelho IAC-81
SP5.4 Catuai Vermelho IAC-99

SP6 Caturra Vermelho IAC 477

Porte  baixo; internddios  curtos;
ramificacdo secundaria  abundante;
frutos vermelhos de maturacdo média a
tardia; sementes de tamanho médio;
peneira média em torno de 16;
suscetivel a ferrugem.

Porte baixo; didmetro da copa menor
do que o do cultivar Catuai Vermelho
IAC 99; frutos vermelhos; maturacdo
precoce; peneira média 16. Suscetivel a
ferrugem.

SP7 Acaid 474-19

Porte alto, frutos vermelhos e de
maturacdo mais uniforme, de média
para precoce; sementes maiores, com
peneira média em torno de 18;
suscetivel a ferrugem.

SP8 Icatu Amarelo IAC 2944

Porte alto; vigoroso; frutos amarelos de
maturacao média a tardia; sementes
com peneira média em torno de 17;
resistente a ferrugem. Frutos mais
aderentes aos ramos.
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Amostra Cultivar Descricao

SP9 Icatu Vermelho IAC 2945 Porte alto; vigoroso: frutos vermelhos
SP9.2 Icatu Vermelho IAC 4445 de maturacdo média a tardia; sementes
SP9.3 Icatu Vermelho IAC 4043 com peneira média em torno de 17;
SP9.4 Icatu Vermelho IAC 4041 resistente a ferrugem. Frutos mais

SP9.5 Icatu Vermelho IAC 4040 aderentes aos ramos.
SP10 Mundo Novo IAC 515 Porte alto; vigoroso, frutos vermelhos e
SP10.2 Mundo Novo IAC 388-17-1 de maturacdo média; sementes com
SP10.3 Mundo Novo IAC 376-4 peneira média em torno de 17;

suscetivel a ferrugem. A linhagen IAC
388-17-1 apresenta ramos laterais mais
longos (maior diametro da copa).

5.1.4 Folhas de café da Costa Rica (Turrialba e Heredia)

As amostras de folha de café obtidas na Costa Rica s3o da espécie Coffea ardbica,
foram coletadas nas cidades de Turrialba e Heredia, localizadas a 638 e 1150 metros de
altitude, respectivamente. Turrialba faz parte da provincia Cartago e Heredia, € capital da
provincia Heredia, como mostra o mapa apresentado na Figura 10. As amostras foram

coletadas entre os dias 11 e 16 de novembro (2012).

Figura 10- Mapas de Turrialba e Heredia nas provincias de Cartago e Heredia.

Heredia

Guanacaste Alajuela

Turrialba

Fonte: http://llatinocostarica.blogspot.com.br/, com modificacdes.
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As amostras de folha de Turrialba foram obtidas de cafeeiros da variedade caturra,
cultivares pertencentes a um projeto de pesquisa que estuda processos ecoldgicos que
promovem a sustentabilidade e melhor produtividade do café sob diferentes condigdes
ambientais, em associacdo com drvores e sob manejo orginico e convencional. Esse projeto é
apoiado pelos institutos MIP-Noruega, CATIE, Sede, CIRAD, URC, ICAFE. O manejo
organico recomenda a manutengdo de cobertura vegetal sobre o solo e adubacdo verde. Além
disso, o manejo do solo no sistema organico prioriza as fontes orginicas de nutrientes e nao
utiliza fertilizantes quimicos de alta solubilidade. Ja as amostras obtidas em Heredia foram
coletadas de cafeeiros com tratamento convencional, com fins comerciais.

As folhas estudadas seguem nomeadas na Tabela 7, detalhadas com o local da

coleta, caracteristicas dos cafeeiros e descri¢ao dos tratamentos.

Tabela 7- Descricdo do local e caracteristica das folhas de café coletadas em Turrialba e
Heredia.

Amostra Cidade e local de coleta Descri¢ao
CR1 Turrialba, drea campal, coordenadas Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
9°53744"N, 83° 40.7°W diretamente do cafeeiro da variedade
caturra; baixo tratamento organico;
sombreamento com Erythrina

poeppigiana (Poro).

CR2 Turrialba, area campal, coordenadas Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
9°53744"N, 83° 40.7°W diretamente do cafeeiro da variedade

caturra; intensivo tratamento organico;

sombreamento com Erythrina

poeppigiana (Poro).

CR3 Turrialba, drea campal, coordenadas Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
9°53744"N, 83° 40.7°W diretamente do cafeeiro da variedade
caturra; alto tratamento convencional;

plena exposi¢ao ao sol.

CR4 Turrialba, drea campal, coordenadas Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
9°53744"N, 83° 40.7°W diretamente do cafeeiro da variedade
caturra; alto tratamento convencional;
sombreamento com Erythrina
poeppigiana (Poro).

CR5 Heredia, Britt Coffee Tour Folhas adultas (10-20 cm), coletadas
diretamente do cafeeiro.
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5.1.5 Folhas de café comerciais para fazer infusao

Trés potes de folhas de café para fazer infusdo da marca “CHA & CIA” (Figura

11) foram adquiridos via internet. O produto tem origem brasileira.

Figura 11- Folhas de café comerciais “CHA & CIA”, ervas medicinais.

Fonte: https://www.chaecia.com.br/ervas-a-b-c-d/cafe-coffea-arabica-1-100-gr-g

5.2 Preparacoes do material vegetal

5.2.1 Preparagdo dos extratos hexdnicos e metandlicos

As folhas de Coffea arabica coletadas nas quatro localidades foram secas a
temperatura ambiente (entre 24-33°C) e a sombra. Apos total secagem, as folhas foram
pulverizadas com auxilio de um moinho elétrico. Cinco gramas do pé resultante foram
submetidos a extragdo a quente com 200 mL de hexano por trés horas (uma vez) em um
aparelho Soxhlet, para remo¢do de lipideos. Apds evaporacdo do hexano, o material foi

extraido por trés horas com 200 mL de metanol (3 vezes), como mostrado no Fluxograma 1.

Fluxograma 1- Esquema de elaborag@o dos extratos hexanicos e metanélicos.

Material botinico
S5g

1. Extragio em soxhlet com hexano por 3h (1 vez)
2. Extragido em soxhlet com metanol por 3 h (3 vezes)
3. Evaporagio sob pressio reduzida,

Extrato hexfinico Extrato metandlico

Fonte: Préprio autor.



46

Em seguida, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério
a 40°C e os extratos hexdnicos e metandlicos obtidos foram secos em “speed vacuum”
(SpeedVac, Bachhofer, Reutlingen, Germany). Ja as folhas de café comercial, para fazer
infusdo, foram diretamente pulverizadas com auxilio de um moinho elétrico, visto que ja se
encontravam secas na embalagem. Apds pulverizagdo do material em moinho elétrico, 25
gramas do pé resultante foram extraidos em um aparelho Soxhlet, de acordo com
procedimento descrito no Fluxograma 1. A maior quantidade de material utilizada teve como
objetivo obter uma maior quantidade de extrato para posterior purificacdo de compostos
quimicos por Cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa. A Tabela 8 contém o

rendimento dos extratos metanodlicos e hexanicos obtidos.

Tabela 8- Rendimento dos extratos obtidos das folhas de Coffea arabica.

Amostras Extrato Rendimento Extrato Rendimento
Hexanico (g) (%) Metandélico (g) (%)
CEP1 0,19 3,7 0,72 14,5
CEG1 0,13 2,5 0,79 15,8
CEG2 0,15 3,0 1,01 20,2
CEG3 0,19 3.9 0,72 14,4

CEG4 0,09 1,8 0,30 6,1

CEG4.2 0,14 2,8 1,05 21,1
CEGS 0,11 2,1 1,35 26,9
CEG6 0,16 3,1 1,00 20,0
CEG7 0,17 35 0,85 16,9
CEM1 0,21 4,3 1,42 28,5
CEM2 0,27 5.5 1,17 23,5
CEM3 0,11 2,2 1,00 20,0
MGBS1 0,09 1,8 1,07 21,3
MGBS1.2 0,15 2.9 0,85 16,9
MGM1 0,13 2,5 0,93 18,5
MGP1 0,19 3.8 1,46 29,2
MGP2 0,26 5,1 1,59 31,8

MGP2.2 0,09 1,9 1,04 20,8
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(continuacio)

Amostras Extrato Rendimento Extrato Rendimento
Hexanico (g) (%) Metanolico (g) (%)
MGP3 0,18 3,5 1,69 33,6
SP1 0,20 4,0 1,80 35,9
SP2 0,22 4.4 2,22 444
SP3 0,13 2,6 1,83 36,6
SP4 0,08 1,7 0,80 15,9
SP4.2 0,10 2,1 0,99 19,7
SPS 0,09 1,8 0,99 19,9
SP5.2 0,11 2,3 0,87 17,3
SP5.3 0,12 2,5 0,71 14,3
SP5.4 0,16 3,1 1,03 20,5
SP6 0,18 3,6 1,60 31,8
SP7 0,14 2.9 1,12 22,3
SP8 0,17 3,3 1,23 24.6
SP9 0,15 3,1 0,86 17,2
SP9.2 0,14 2,7 0,76 15,3
SP9.3 0,18 3,6 1,17 23,4
SP9.4 0,14 2,8 1,06 21,2
SP9.5 0,10 2,0 1,10 21,9
SP10 0,18 3,6 1,05 20,9
SP10.2 0,18 3,6 1,22 24.4
SP10.3 0,18 35 1,87 37,5
CR1 0,08 1,7 0,75 15,0
CR2 0,10 2,0 0,80 15,9
CR3 0,13 2,6 0,87 17,4
CR4 0,10 2,0 0,69 13,7
CR5 0,10 2,0 1,06 21,1
Amostra 7,35 7.9 19,42 20,84

Comercial
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5.2.2 Preparagdo das infusdes de folha de Coffea arabica

Para avaliar a eficiéncia da extracdo de mangiferina por infusdo, quantidades
varidveis (100-1000 mg) de pé de folha de café comercial para fazer chd foram transferidas
para tubos Falcon de 15 mL e 10,0 mL de dgua bidestilada fervente; adicionados em
duplicata. O sistema foi mantido num banho de dgua a 100°C durante 20 min. As solucdes,
em seguida, foram filtradas. Para avaliar a taxa de extracdo, amostras de 100 mg de pé de
folha de café foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e 10,0 mL de 4dgua bidestilada
fervente; adicionados em duplicata. O sistema foi mantido em banho-maria a 100°C durante
1 a 30 minutos. As solugdes, em seguida, foram filtradas. Finalmente, para avaliar o efeito da
temperatura sobre a eficiéncia da extracdo, amostras de 100 mg de p6 de folha de café foram
transferidas para tubos Falcon de 15 mL e 5,0 mL de dgua bidestilada variando entre 35 e 100
°C de temperatura; adicionados. Os sistemas foram mantidos em bloco de aquecimento

durante 5 min. As solucdes, em seguida, foram filtradas.

5.3 Métodos cromatograficos

5.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e

espectrometro de massas com ionizador “electrospray” (CLAE-DAD-IES-EM)

Para as andlises qualitativas e quantitativas dos extratos metandlicos de todas as
amostras coletadas e da amostra comercial, assim como das infusodes, foi utilizado um
cromatografo liquido Hewlett Packard série 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha) pertencente ao laboratério de Toxicologia e Fatores de Risco do Cancer do Centro
Alemao de Pesquisas do Cancer (Heidelberg, Alemanha), equipado com coluna de fase
reversa C18 (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg, Alemanha) com dimensdes de 250 x 4,6 mm,
acoplado a detector de arranjo de diodos e a um espectrometro de massas de quadrupolo
simples Hewelett Packard série 1101 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha)
operando com ionizador “electrospray”. Os espectros de massas foram gerados no modo
negativo sob as seguintes condigdes: voltagem do fragmentador = 100 V, voltagem do capilar
= 2500 V, pressao do nebulizador = 30 psi, temperatura do gis secante = 350 °C, faixa de
deteccao de massas 100 — 1500 D, pressdo maxima de 400 bar. O controle de instrumentos e

manipulagdo de dados foi realizado com o software HP Chemstation em um computador

(KHALLOUKI et al., 2007).
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Para injecdo no cromatdgrafo, os extratos foram dissolvidos em solucdo de
metanol e DMSO (1:1) e ajustados para a concentracdo de 5 mg/ml. J4 as infusdes foram
diretamente injetadas apos serem filtradas. As injecoes foram feitas em duplicata.

A taxa de fluxo de solvente foi 1 mL/min e o volume de injecdo 10uL. A fase
movel utilizada consistiu em uma solucdo aquosa 2% de &acido acético (solvente A) e
acetonitrila (solvente B), seguindo gradiente e tempo de eluicao total de 45 min: inicialmente
95%A:5%B por dez minutos, 90% A:10% B por um minuto, 85%A:15%B por nove minutos,
60% A:40% B por dez minutos, 40% A:60% B por 10 minutos, 0% A:100% B por 5 minutos
e até o tempo final do experimento. Os compostos foram detectados pela sua absorvancia no
UV a 257, 278 320 e 340 nm a temperatura ambiente (KHALLOUKI et al., 2007).

Com os dados obtidos nos cromatogramas (dreas dos picos), as substancias
presentes nos extratos foram quantificadas a partir das curvas padrao de padrdes auténticos ou

compostos purificados.

5.3.1.1 Anadlise quantitativa dos extratos metandlicos e infusoes das folhas de café

Os teores de acidos clorogénicos, xantonas, flavonoides e cafeina nas folhas de
café foram calculados a partir de curvas padrao de padrdes auténticos ou compostos
purificados, na faixa de 0-1000 uM a 320 nm, 257 nm, 340 nm e 278 nm, respectivamente. Os
padrdes 4cido clorogénico, acido neoclorogénico, acido criptoclorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, 4cido 3,5-dicafeoilquinico, dcido 4,5-dicafeoilquinico, rutina e cafeina foram
obtidos da Sigma-Aldrich, enquanto isomangiferina e mangiferina foram previamente
purificados em laboratério. Os compostos quercetina-3-O-glucosideo, quercetina-3-O-
diglucosideo, rutina glucosideo, quercetina-3-O-ramnogalactosideo, campferol-3-O-
ramnoglucosideo e campferol-3-0O-diglucosideo ramnosideo ndo possuiam padrdes auténticos
puros ou purificados, entdo a concentragdo dos metabdlitos foi calculada contra curvas padrao
da molécula central, quercetina ou campferol (Sigma-Aldrich), com correcdes relevantes de

massa molecular. Os dados de quantifica¢do obtidos foram expressos em g/kg de peso seco.

5.3.2 Extragdo em fase solida (SPE)

O extrato metanodlico de folhas de café comercial foi fracionado em cartuchos de

fase solida (Silica de octadecil-modificada, CHROMABOND@ C18 ec, Macherey Nagel) de

45 mL/5.000 mg, sob succao, em coletor apropriado. Foram solubilizados 500 mg do extrato
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metandlico em 50 mL de uma solucdo de 2% de acido acético em 4dgua com auxilio de um
sonicador e, em seguida, a solucdo resultante foi centrifugada por 10 min, 400 rpm, em
temperatura ambiente. Os cartuchos de SPE foram previamente condicionados com metanol
(4 ml) e, em seguida, com a solucdo de 2% de acido acético em dgua (4 ml). O fracionamento
foi feito com 50 mL das seguintes solugdes: 5% metanol em 95% &4cido acético (5%MeOH;
95% CH3COOH), 25% metanol em 75% &acido acético (25%MeOH; 75% CH3zCOOH), 50%
metanol em 50% acido acético (50% MeOH; 50% CH3;COOH) e 100% metanol (100%
MeOH), como apresentado no Fluxograma 2 (PFUNDSTEIN et al., 2010). Todas as fra¢des
foram secadas em “speed vacuum” (SpeedVac, Bachhofer, Reutlingen, Germany), pesadas e
analisadas em CLAE-IES-EM, segundo método descrito no item 4.3.1 para andlise dos

metabolitos presentes e escolha da fracdo para posterior purificacio em CLAE-SP.

Fluxograma 2- Esquema de fracionamento por SPE.

Extrato metanolico
(500 mg)

1-Analise em CLAE-ESI-MS
2-Fracionamento em SPE (C1B].

Fragao Fracao Fracdo Fragdo
5% MeOH 25% MeOH 50% MeOH 100% MeOH
95% CH,COOH 75% CH,COOH 50% CH,COOH

Fonte: Préprio autor.

5.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativo (CLAE-SP)

Para a purificacdo dos compostos das fracdes obtidas por SPE, cromatografia
liquida de alta eficiéncia semi-preparativa foi conduzida em um cromatdgrafo liquido HP
1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com coluna de fase reversa
C18 (Zorbax Eclipse Plus, Agilent, Waldbronn, Alemanha), com dimensdes de 250 x 10 mm.
A fase movel e gradiente de elui¢do utilizados foram os mesmos que estdo descritos no item
4.3.1. O fluxo de solvente foi de 3 mL/min e injecdo de S0uL. A deteccdo foi feita com um
detector de arranjo de diodos (UV), com registro nos comprimentos de onda 257, 278, 320 e

340 nm.
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5.3.4 Ensaio HX/XO (xantina/ xantina oxidase)

Para o ensaio de medicdo do potencial antioxidante frente a enzima
hipoxantixa/xantina oxidase e de inibi¢do da enzima conversora de angiotensina I dos extratos
metanodlicos das amostras, foi utilizado cromatdgrafo liquido Hewlett Packard série 1100
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), pertencente ao laboratério de Toxicologia e
Fatores de Risco do Cancer do Centro Alemao de Pesquisas do Céancer (Heidelberg,
Alemanha), equipado com coluna de fase reversa C18 (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg,
Alemanha), com dimensdes de 250 x 4,6 mm e acoplado a um detector de arranjo de diodos
(DAD). O detector UV foi ajustado a 325 nm para a deteccdo dos produtos da reacdo (4cidos
2,5-di-hidroxibenzoico e 2,3-di-hidroxibenzoico).

Este ensaio consiste em um sistema contendo a enzima xantina € o substrato
hipoxantina. A enzima xantina oxida a hipoxantina em xantina que, por sua vez, é oxidada a
dcido trico. Durante a reacdo de oxidag¢do da hipoxantina a 4cido urico, hd a liberacdo de
radicais hidroxila que sdo capturados pelo dcido salicilico presente no meio, levando a
formacdo de 4cidos benzdicos dihidroxilados (4cido 2,3-diidroxibenzéico e &cido 2,5-
diidroxibenzdico). No ensaio, a hipoxantina e o dcido salicilico, juntamente com seus
produtos de oxidacdo, sdo quantificados em um sistema padrio em CLAE (OWEN, et al.,
2000). Portanto, quando uma amostra a ser avaliada € adicionada a esse sistema, se a mesma
conseguir competir com o 4cido salicilico na captura dos radicais hidroxila, haverd uma
menor formagdo dos produtos 4cido 2,3-diidroxibenzdico, acido 2,5-diidroxibenzdico e dcido
urico, indicando uma atividade antioxidante da amostra analisada. As reagdes envolvidas

nesse ensaio sdo mostradas na Figura 12.
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Figura 12- Reacgdes envolvidas na avaliagdo qualitativa da capacidade sequestradora de
radicais livres (HX/XO)

Hipexantina HN
(300pM)
N

Xantina oxidase (18 mU]
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Fonte: Owen, R.W., et al. 2000.

Para o ensaio, foi preparada a solugdo tampao fosfato, pH= 6,6 (500 mL de
solucdo: 19,05 mL 1M K>HPO4, 30,95 mL 1M KH>PO4, 73mg EDTA, 32,7 mg FeCls, 20,5
mg hipoxantina, 138 mg 4cido salicilico). Solugdes dos extratos metandlicos das folhas de
Coffea arabica foram preparadas em metanol na concentracdo de 10 mg/ml. Em seguida,
foram adicionadas em duplicatas em tubos plasticos do tipo Falcon de 15 mL, nas seguintes
quantidades: 5 pL, 10 pL, 25 pL, 50 pL, 100 pL, 250 pL e 500uL. Apds a secagem em
nitrogénio, foram adicionadas 2,0 mL da solu¢do tampao (pH= 6,6). Com o auxilio de um
ultrassom, os extratos foram completamente dissolvidos no tampdo. Em seguida, foi
adicionada aos tubos Falcon a enzima xantina oxidase (5 pL), seguindo incubagdo a 37 °C
por trés horas. Apds a incubacdo, foram adicionados 10 pL de dacido cloridrico (HCI)
concentrado para parar a reacdo. Uma aliquota de 1,0 mL de cada fracdo foi centrifugada por
5 minutos a 13000 rpm e 100 uL do sobrenadante retirado para andlise em CLAE. A fase
movel utilizada consistiu em solu¢do aquosa 2% de acido acético (solvente A) e metanol
(solvente B), seguindo gradiente e tempo de elui¢do total de 45 min: inicialmente 95% A:5%
B por dois minutos, 75% A : 25% B por oito minutos, 60% A:40% B por dez minutos, 50% A
: 50% B por dez minutos e 0% A : 100% B até o tempo final do experimento. A taxa de fluxo
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da fase movel foi 1,0 mL/min e a injecdo de 20 pL. A deteccdo foi feita em um detector de
arranjo de diodos (UV) ajustado nos comprimentos de onda 325 nm para a detec¢ao do 4dcido
salicilico e seus produtos da reacdo de oxidagcdo (4&cidos 2,5-diidroxibenzdico e 2,3-
diidroxibenzdico) e em 278 nm para deteccdo da hipoxantina e seus produtos de oxidagao
(xantina e 4cido urico).

Também foi avaliada no mesmo ensaio a capacidade de inibir a formacgdo de dcido
urico. A xantina oxidase € a enzima que produz 4cido urico, a partir do substrato hipoxantina.
Se o composto em andlise ocupa o lugar da hipoxantina no sitio ativo da enzima, ird
interromper a produgdo de uratos (forma fisioldgica do 4cido udrico) e também, indiretamente,
de radicais livres.

A quantificacdo dos produtos finais da enzima (4cido urico) ou das reacdes
radicalares (acido 2,5-diidroxibenzéico e acido 2,3-diidroxibenzdico) foi realizada usando
curvas de calibracdo feitas com padrdes auténticos nos comprimentos de onda adequados. Os
mesmos foram submetidos a andlise em CLAE-DAD, em duplicata, na seguinte faixa de
concentracdo (MeOH): 1000, 500, 250, 100 e 50 uM. O ICso de cada amostra; foi calculado

com o programa Table curve (Jandel Scientific, Chicago, IL).

5.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros unidimensionais de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H) e carbono 13 (RMN '3C) foram obtidos em espectrometro da Bruker Avance II
(III), pertencente ao laboratério de Toxicologia e Fatores de Risco do Cancer do Centro
Alemao de Pesquisas do Cancer (Heidelberg, Alemanha), operando na frequéncia de 600
MHz para 'H e 150 MHz para '*C ou 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C.

Foi utilizado metanol deuterado (CD3OD) na dissolu¢cdo das amostras para
obtencdo dos espectros.

Os deslocamentos quimicos (5) dos nicleos de 'H e '*C foram reportados em
relagdo ao TMS (tetrametilsilano) (5= 0 ppm para 'H e '*C), usando o sinal do solvente como

referéncia interna secunddria (ou = 3.31 ppm e oc = 49.05 ppm para solu¢des de CD3OD).
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5.5 Métodos de avaliacao da atividade antioxidante

5.5.1 Ensaio DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazina)

O ensaio DPPH para avaliacio quantitativa da capacidade sequestradora de
radicais livres frente ao radical sintético 1,1-difenil-2-picril-hidrazina (DPPH) foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2006). Este ensaio avalia a capacidade do
antioxidante de neutralizar radicais livres pela doagcdo de dtomos de hidrogénio ou pela
transferéncia de elétron (PRIOR et al., 2005).

O teste € baseado na diminui¢io da absorbancia do radical 1,1-difenil-2-
picrihidrazina causada pela sua reducao por uma substincia antioxidante. Devido a presenca
impar de elétron, a solu¢do contendo o radical DPPH tem uma cor violeta caracteristica com
absor¢do a 517 nm. Apds sua reagdo com o antioxidante, a cor violeta passa a ser amarela,
diminuindo gradualmente a absortividade a 515 nm (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

As reagdes que estdo envolvidas nesse método estdo apresentadas na Figura 13.

Figura 13- Reacdo envolvida na avalia¢do qualitativa da capacidade sequestradora de radicais
livres (DPPH).

DPPH DPFPH-H

Fonte: SANTOS et al., 2011, com modificagdes.

Os extratos metanodlicos foram analisados nas concentragdes 1000-25 ppm em
metanol e as substancias puras nas concentragdes 1,0-0,01 mmol/L. 20 uL das solucdes de
diferentes concentracdes dos extratos e compostos puros foram adicionados em duplicata em
placas de 96 pocos. A reacdo foi iniciada apds a adi¢do 180 uL da solu¢do de DPPH (Sigma-
Aldrich Chemie) na concentragdo de 20 pg/mL em metanol. A absorbancia foi mensurada
ap6s 10 minutos em um equipamento Universal micro plate reader (Elx 800 Bio-Tek
Instruments, Winooski, Vermont, USA) versus uma solu¢cdo controle. A concentracdo de

DPPH foi calculada a partir de uma curva padrdao de DPPH entre 1-100 pg/mL medidas
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simultaneamente. O 1Cs foi calculado como a quantidade de antioxidante presente na amostra
necessdria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50% e, para esse cdlculo, foi

utilizado o programa “Table Curve” (Jandel Scientific, Chicago, IL).

5.5.2 Ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio ORAC foi realizado de acordo com a metodologia descrita por HUANG
et al., 2002. Ele avalia a capacidade do antioxidante de neutralizar radicais livres pela doagao
de dtomos de hidrogénio (PRIOR et al., 2005).

Esse ensaio baseia-se no dano causado por radicais peroxil, gerados por uma fonte
radicalar AAPH 3,3’-azo-bis-(2-amidinopropano)-diidrocloro; Wako Chemicals ao composto
fluorescente fluoresceina (3',6'-di-hidroxiespiro[2-benzofuran-3,9'-xanten]-1-ona), o que
causa uma diminuicdo da intensidade da fluorescéncia com o passar do tempo. Se uma
amostra apresenta capacidade de impedir o dano causado por este radical livre a fluoresceina,
a capacidade € observada com a preservacdo da fluorescéncia. Paralelamente as amostras,
reacdes contendo o branco e o padrdo Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) sao realizadas.

Aliquotas de 20ul de uma solucdo estoque de 10 mM de Trolox em DMSO,
armazenadas a -20°C, foram descongeladas e diluidas com tampao ORAC para concentragao
20 uM imediatamente antes do uso. O tampao ORAC contém 74 mM de dihidrogenofosfato
de potéssio/ hidrogenofosfato de dipotassio em pH=7.4.

Amostras pré-preparadas de concentracgdo 1 mM em DMSO, no caso de
substancias puras, € 1000 ppm em DMSO, no caso de extratos metandlicos, foram diluidas em
tampao ORAC até a concentracdo final de 20 uM e 20 ppm, respectivamente. Em seguida, 10
uM de amostra, tampao (branco) ou Trolox (padrdo), foram adicionados em quadriplicata em
placas de 96 pocos, juntamente com 170 uM de fluoresceina e, em seguida, incubados por 10
minutos a 37 °C. A reacdo foi iniciada pela adi¢ao de 20 ul de AAPH (51,75 mg/mL) recém
preparada no tampao ORAC. O declinio da fluoresceina foi medido a 37 °C de 2 em 2
minutos até 122 minutos, utilizando uma leitora de microplaca de fluorescéncia Cytoflour
4000 (excitagcdo em 530/25 nm, emissdo em 585/30 nm) (Perspectve Biosystems, Minnesota,
USA).

Ao fim da reagdo, a quantificacdo foi obtida usando-se a "drea sob a curva"

(AUC), seguido da subtracio do AUC do branco, como mostrado na Figura 14. O Trolox €
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utilizado como padrdo de calibrac@o e os resultados do ensaio sdo expressos como unidades

de ORAC, onde 1 unidade de ORAC equivale ao declinio produzido por 1 umol/L de Trolox.

Figura 14- Determinagdo da atividade antioxidante expresso como a drea sob a curva AUC,
onde a Capacidade antioxidante= AUC amostra - AUC branco.
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Fonte: HUANG et al., (2002), com modificagdes.

5.5.3 Ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O ensaio FRAP avalia a capacidade do antioxidante de neutralizar radicais livres
pela transferéncia de elétron, fazendo reduzir o complexo Fe**/2,4,6-tripiridil-s-triazina

(TPTZ) para a forma Fe** que possui coloragdo azul, como mostra a Figura 15. (PRIOR et al.,

2005)

Figura 15- Esquema de redugio do complexo Fe**'TPTZ a Fe*"'TPTZ.
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Fonte: http://www.cnpat.embrapa.br/cnpat/down/index, com modificagdes.
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TPTZ foi obtido na Riedel Haen (Seelze, Alemanha). Os extratos metandlicos
foram analisados nas concentragdes 1000-25 ppm em metanol e as substancias puras nas
concentracdes 1,0-0,01 mmol/L. 10 pul de amostra foram incubadas com 30 ul de 4gua
bidestilada e 300 ul de FRAP reagente, que consiste em 25 ml de tampdo de acetato (acetado
de sédio 300mM, pH= 3,6), 2,5 ml de TPTZ (10 mM TPTZ em HCI 40 mM) e 2,5 ml de
solucdo FeClz (FeCL3;.6H,O 20 mM em d4gua bidestilada). Todos os reagentes foram
preparados minutos antes da andlise e pré-aquecidos a 37°C. Uma curva de calibracdo de
sulfato ferroso (0,01-1,0 mmol/L) foi usada e os resultados expressos em mM de Fe*/L.

Ap6s repouso de 5 minutos, a reacdo foi medida a cada minuto durante 10
minutos a 595 nm em um equipamento Universal micro plate reade (Elx 800 Bio-Tek
Instruments, Winooski, Vermont, USA). Uma curva de regressdo linear foi gerada para as
diferentes concentracOes da amostra com o programa Excel. Com essa curva, os valores de
EC; foram calculados como a concentracdo de antioxidante (uM), dando uma absorbancia

equivalente a 1 mM de solugio de Fe?*, de acordo com Pulido et al., 2000.

5.5.4 Correlagoes entre os compostos quantificados e atividade antioxidante

Correlagdes entre a concentragdo de mangiferinas totais (mangiferina+
isomangiferina), flavonoides, dcidos clorogénicos e cafeina (g/kg) em folhas de café e a
capacidade sequestradora de radicais DPPH e peroxil (teste ORAC), bem como a reducdo do
ferro (III) para ferro (II) (ensaio FRAP), foram avaliadas utilizando o programa Origin

(versdo 7.5).

5.6 Ensaio de inibicao da enzima conversora da angiotensina I (ECA)

Este ensaio baseia-se na formacao do acido hipurico a partir do substrato hipuril-
histidil-leucina (HHL) pela a¢do da enzima conversora da angiotensina (ECA) purificada a
partir de pulmao de coelho (Figura 16). Se uma amostra é capaz de inibir a acdo desta enzima,
ndo hé a formacdo do produto dcido hipirico. O substrato hipuril-histidil-leucina (HHL) e a
enzima ECA foram obtidos da Sigma-Adrich. O ensaio foi realizado de acordo com a

metodologia desenvolvida por LAHOGUE et al., 2010.
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Figura 16- Formacao do acido hipurico a partir do substrato hipuril-histidil-leucina (HHL),
pela acdo da enzima conversora da angiotensina I (ECA).

O
ECA
Gly—His—Len —= Gly +His—Len

Hipuril-histidil-lencina Acido hipfirico -+ Histidil-lencina

O

Fonte: CUSHMAN & CHEUNG, 1971.

O substrato foi preparado dissolvendo HHL (5 mM-2,15 mg/ml) em Tris-HCI1 50
mM (pH 8.3), contendo NaCl 0,3 M. A solucdo de ECA foi preparada dissolvendo a enzima
(200 milliunits/ml) em Tris-HC] 50mM (pH 7,5), contendo NaCl 0,3 M. Aliquotas de 250 ul
foram estocadas a -20°C até minutos antes da andlise.

25 pL de amostras 10 mg/ml (DMSO), no caso de extratos, € 1 mg/ml (DMSO),
no caso de compostos puros, foram misturados a 100 uL de substrato em tubos de teste de
vidro, em duplicata. Apés incubacgd@o por 10 minutos a 37°C, 50 ul de solu¢cdo de ECA foram
adicionados aos tubos, que foram, em seguida, incubados por 1 hora a 37°C. Apds uma hora,
a reagdo foi parada com adi¢do de 100 ul de HCI 1M.

Em seguida, uma aliquota de 100 mL foi retirada para andlise em CLAE. A fase
movel utilizada consistiu em solugcdo aquosa 0,05% de acido trifluoroacético (solvente A) e
0,05% 4cido trifluoroacético em acetonitrila (solvente B), seguindo gradiente e tempo de
eluicdo total de 17 min: inicialmente 95% A:5% B, variando B para 60% em 10 minutos,
mantendo assim por 2 minutos €, em seguida, B retornando para 5% em 1 minuto, mantendo
assim por 4 minutos. A taxa de fluxo da fase mével foi 1,0 mL/min e a inje¢do de 5 pL. A
deteccao foi feita em um detector de arranjo de diodos (DAD) ajustado no comprimento de
onda 228 nm. O anti-hipertensivo Captopril obtido da Sigma-Adrich (Figura 17) foi usado
como controle positivo na concentracdo de 2 ng/mL e o metanol utilizado como controle
negativo. O tratamento dos dados foi realizado no programa Excel. Somente para as amostras

que apresentaram uma inibi¢do da enzima superior a 60% foram calculados os ICso.



Figura 17- Estrutura do Captopril.
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Fonte: BARREIRO & FRAGA, 2008.

5.7 Ensaio de inibicao da enzima acetilcolinesterase
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O objetivo desse ensaio € encontrar substancias que apresentam a propriedade de

inibir a enzima acetilcolinesterase, inibicdo que estd diretamente ligada ao tratamento da

doenca Mal de Alzheimer (RHEE, 2001). E baseado em procedimento descrito por Ellman et

al., (1961). As reacdes que estdo envolvidas nesse método estdo apresentadas na Figura 18.

Figura 18- Mecanismo para a reagdo enzimatica do teste de Ellman.
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Fonte: Ellman et al. (1961).

Este ensaio é baseado em procedimento descrito por Ellman et al. (1961),

adaptado para CCD por Rhee er al. (2001). E considerado um método colorimétrico e que

pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente

a forma qualitativa. E um método rdpido e sensivel para a selecdo de amostras com acdo

anticolinesterasica.
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A metodologia consiste em retirar uma aliquota de 5 ul de extrato na concentragdo
10 mg/ml e aplicar em uma cromatoplaca. Apds a evaporagao do solvente, foi borrifada uma
mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) Immol.L! com o reagente de Ellman (4cido
5,5” — Ditiobis- (2 —nitrobenzéico, DTNB, 1 mmol.L!), deixando em repouso por 3 minutos
para a secagem da placa. Em seguida, foi borrifada a enzima acetilcolinesterase (3 U/ml).
Ap06s 10 minutos, ocorre o surgimento de uma coloragdo amarela, porém, onde hd inibi¢ao da
enzima, observa-se um halo branco em torno dos “spots” em que foram aplicadas as amostras.
Em 20-30 minutos, a coloragdao desaparece. Como controle positivo, foi utilizada solucdo do
padrdo sal de Eserina (2 mg/ml) e como controle negativo, foram utilizados solventes. Na

Figura 19, estdo apresentadas as etapas desse método.

Figura 19- Etapas do ensaio da metodologia modificada por Rhee.

1. Aplicacdo das amostras
2. Evaporacao do solvente
3. Pulverizacao das solugdo (1:1) de ATCI + DTNB

® ¢ () o 4. Borrifou-se a enzima
* + o (¥ acetilcolinesterase (3U/ml)

Fonte: Proprio autor

5.8 Tratamento quimiométrico de dados

Os dados foram tratados quimiometricamentes utilizando o software statistica 6.0.
A andlise de reconhecimento de padrdoes (PCA) foi feita com o objetivo de avaliar
caracteristicas similares no conjunto de dados obtidos. As varidveis escolhidas foram os
metabolitos secunddrios quantificados nas folhas de café coletadas em Sao Paulo e no Ceara.
Os dados foram autoescalonados na constru¢do das componentes principais. A Quimiometria
pode ser definida como uma especialidade da quimica que envolve a aplicacdo de métodos
matematicos, estatisticos e computacionais para investigar, interpretar e classificar um

conjunto de dados de interesse quimico (SOUSA & POPPI et al., 2012).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise qualitativa dos extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica por CLAE-

DAD-IES-EM

Os extratos metandlicos obtidos das folhas de Coffea arabica foram submetidos a
andlise de CLAE-DAD-IES-EM, seguindo o que é descrito na parte de procedimento
experimental deste trabalho. As amostras apresentaram perfil quimico semelhante, mas foi
observada diferenca na concentragdo das substancias. Devido ao grande nimero de amostras
(45 no total) e consequentemente o nimero de cromatogramas obtidos, foi apresentado apenas
um cromatograma representando as quatro localidades (Sdo Paulo, Ceard, Minas Gerais e
Costa Rica) e a amostra comercial.

A Figura 20 apresenta o cromatograma de CLAE da amostra MGBS1, o qual
visualmente apresenta a maior quantidade de picos. Os espectros de massa de cada substancia

identificada sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 20-Cromatograma CLAE do extrato metandlico de folhas de Coffea arabica, amostra
MGBSI1, em quatro comprimentos de onda (257, 320, 340 e 278 nm).
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Figura 21- Espectros de massas de cada substancia identificada em folhas de Coffea arabica.
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(9) campferol-3-O-diglucosideo ramnosideo, (10) quercetina-3-O-ramnogalactosideo, (11) rutin, (12) quercetina-

3-0-glucosideo.
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(13) campferol-3-O-ramnoglucosideo, (14) 4cido 3,4-dicafeoilquinico, (15) 4acido 3,5-dicafeoilquinico, (16)

dcido 4,5-dicafeoilquinico.
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A utilizacdo da técnica CLAE-DAD juntamente com a CLAE-IES-EM, assim
como a comparagdo com padrdes auténticos comercialmente disponiveis ou previamente
purificados, possibilitou a identificacao e a quantificacdo de 16 metabdlitos (Tabela 8). Seis
metabdlitos pertencentes a classe dos dcidos clorogénicos (4cido neoclorogénico, acido
clorogénico, 4cido criptoclorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e
acido 4,5-dicafeoilquinico) e a cafeina ja foram detectados anteriormente em café,
principalmente nos griaos verdes de Coffea arabica. (KY et al., 2001; MOHAMMED ;AL-
BAYATI, 2009; ALONSO-SALCES et al., 2009; MONTEIRO; FARAH, 2012;
RODRIGUES; BRAGAGNOLO, 2013; CLIFFORD et al., 2003; BELGUIDOUM et al.,
2014; JESZKA-SKOWRON et al., 2014, CAMPA et al., 2012).

A presenca de mangiferina e isomangiferina em café foi determinada pela
primeira vez no género Coffea por Talamond ez al., 2008, nas folhas da espécie Coffea
pseudozanguebariae coletadas na Franca. A presenca de mangiferina e isomangiferina em
café também foi determinada em trabalho desenvolvido por Campa et al., 2012 nas folhas de
Coffea pseudozanguebariae, Coffea arabica e em mais 5 espécies de café coletadas na Africa
em Madagascar, entretanto, nunca sendo relatadas anteriormente em café brasileiro.

Os flavonoides rutina e quercetina-3-0-glucosideo foram recentemente detectados
nas folhas de C. arabica e C. benghalensis por Patay et al. (2016). Os demais flavonoides
rutina glucosideo, quercetina-3-O-diglucosideo, campferol-3-O-diglucosideo ramnosideo,
quercetina-3-0O-ramnogalactosideo e campferol-3-O-ramnoglucosideo nunca foram relatados
anteriormente nos taxa de Coffea. Para confirmar a estrutura quimica dos flavonoides
identificados, visto que, com excecdo da rutina, o laboratério onde o presente estudo foi
realizado ndo possuia padrdes auténticos desses compostos, quatro deles foram isolados e
tiveram suas estruturas caracterizadas por RMN, como descrito no préximo tépico.

A Tabela 9 apresenta o resumo dos dados obtidos com as duas técnicas, que foram
essenciais a identificacdo das 16 substincias. A representacao estrutural (Figura 22) de cada

uma € apresentada logo apds, de acordo com a numeragao apresentada na Tabela 9.
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Tabela 9- Compostos identificados em CLAE-IES-EM nos extratos metandlicos de Coffea

arabica.
Massa
Férmul DAD
N° Composto ormuia exata Rt (min) [M-H]
molecular (A nm)
(g/mol)
| Acido CiHisOo 35431 235325 1543 3531
neoclorogénico
I Acido clorogénico Ci6H1809 354,31 235,325 18,90 353,1
qp Acdo o CieHisOo 35431 235325 19,90 353.1
criptoclorotogénico
IV  Cafeina CsHioN4O> 194,19 230,273 19,97 193,1
V  Mangiferina CioHisO1n  422.08 257,320,365 22,64 421,1
VI  Isomangiferina C19H15011 422.08 257,320,365 23,52 421,0
VII  Rutina glucosideo C33H4002; 772.10 255,355 25,09 771,1
ypp  Quereetina CyHyO017 62652 255355 27.16 625.1
diglucosideo
Campferol
IX diglucosideo Cx3Hs002 756,67 265,350 28.43 755,1
ramnosideo
g
x ~Quercetina CyHyO1s 61015 255355 3143 609, 1
ramnogalactosideo
XI Rutina C27H30016 610,15 255,355 32,30 609,0
g
xqp  Quercetina C2HxO1 46409 255355 33,10 463.,0
glucosideo
Campferol
X ompterot CyHxO15 59452 265350 36,13 593.1
ramnoglucosideo
Acido 3,4-
xy Acido3d- CasHuO1n 51646 235325 37,58 515.1
dicafeoilquinico
Aci -
xy Acdo3ds- CysHuOn 51646 235325 37.80 515.1
dicafeoilquinico
Acido 4,5-
xyp Acdods- CosHuOn 51646 235325 39.14  515.1
dicafeoilquinico

RT: Tempo de retencido.
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Figura 22- Representacao estrutural dos 16 compostos identificados.
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6.2 Isolamento e determinacao estrutural de C1, C2, C3 e C4

6.2.1 Fracionamento do extrato metandélico da amostra comercial

O extrato metandlico da amostra comercial foi fracionado em cartuchos de fase
solida (SPE) de acordo como que € descrito na parte de procedimento experimental deste
trabalho, onde foram obtidas quatro fragcdes (Fluxograma 3). Apds a andlise das quatro fragdes
obtidas por CLAE-IES-EM, as fracdes 25% MeOH/75% CH3COOH e 50% MeOH/50%
CH3COOH foram escolhidas para anélise em CLAE-SP.

A anélise das duas fragdes escolhidas por CLAE-SP resultou em mais 13 fracdes,
conforme apresentadas no Fluxograma 3. Cada uma delas foi seca em “speed vacuum”,
pesadas e, em seguida, analisada por CLAE-IES-EM como descrito no item 5.3.1 deste
trabalho. Apds a andlise dos cromatrogramas obtidos, as fragdes semelhantes foram reunidas,
conforme apresentadas na Tabela 10 e quatro amostras foram enviadas para andlise de RMN

(C1,C2,C3 e C4).

Fluxograma 3- Esquema de fracionamento das amostras C1, C2, C3 e C4.

Extrato metandlico
(500 mg)

1-Analise em CLAE-ESI-MS
2-Fracionamento em SPE (C18).

Fragdo Fragdo Fragdo Fragdo
5% MeOH 25% MeOH 50% MeOH 100% MeOH
95% CH;COOH 75% CH;COOH 50% CH;COOH

1-Andlise em CLAE-ESI-MS
2-Fracionamento em CLAE-SP.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
0,50mg| |0,99mg| |1,76mg| |2,67mg| |1,01mg| |[043mg| |0,45mg

F8 F9 F10 F11 F12 F13
1,13 mg 1,53 mg 2,64 mg 1,80 mg 3,39 mg 2,57 mg
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Tabela 10- Fra¢oes reunidas para anélise de RMN.

Fracoes semelhantes Massa Total (mg) Identificacdo da amostra
F1+F12 3,39 C1
F2+F13 3,56 C2
F3+F11 3,56 C3
F4+F10 5,21 C4

6.2.2 Determinagdo estrutural de C1, C2, C3 e C4

6.2.2.1 Determinagdo estrutural de C1

O fracionamento do extrato metandlico da amostra comercial possibilitou o
isolamento de quatro substancias, denominadas C1, C2, C3 e C4.

O espectro de RMN 'H (Figura 24, com expansio na Figura 25) do composto C1
apresentou dois dupletos com relacdo meta entre eles em ou 6,20 (J=2,1 Hz) e outro em dn
6,39 (J=2,1 Hz), tipicos do padrado de substituicdo do anel A (AGRAWAL, 1989). O espectro
também apresentou sinais em ou 7,71 (d, J=2,2 Hz), du 6,87 (d, J=8,5 Hz) e 6 u 7,58 (dd,
J=2,2 Hz; J=8,5 Hz) tipicos de um sistema AMX do anel C (SILVERSTEIN, 2007). Foi
observado ainda sinal em n 5,22 (d, J=5,22 Hz) referente a um hidrogénio ligado a carbono
anomérico, que em conjunto com os sinais de hidrogénios metinicos na faixa de on 3,21-3,48
e os sinais em ou 3,70 (dd, J=11,9; 2,4 Hz) e ou 3,57 (dd, J=11,9; 5,4 Hz) referentes a
hidrogénios metilénicos oxigenados, suportam a presenca de uma glicose.

O espectro de RMN *C-BB (Figura 26) apresentou 21 linhas espectrais. O sinal
em oc 179,5 de carbonila conjugada € bem caracteristico dos flavonoides. A comparacdo do
espectro de RMN *C-BB com o espectro d¢ RMN '*C-DEPT 135° (Figura 27) mostrou
apenas um sinal de CH; em d¢ 62,3, cinco sinais de carbonos metinicos oxigenados, sendo um
deles referente ao carbono anomérico a-glicose (6c 104,4), cinco carbonos monohidrogenados
sp” e nove carbonos nio hidrogenados todos com hibridizagio sp?.

Os dados obtidos com a espectrometria de massas no item 6.1 deste trabalho (FM.
C21H20012; [M-H] = 463,0) corroboram com dados discutidos.

Apés andlise dos dados espectrais, juntamente com os dados obtidos com a
espectrometria de massas e comparagao com os dados da literatura (Tabela 11), foi possivel

concluir que C1 trata-se do flavonoide quercetina-3-O-glucosideo (Figura 23).



Figura 23- Representacao estrutural de quercetina-3-0-glucosideo.
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Tabela 11- Deslocamento quimico de RMN !3C e seus respectivos hidrogénios em
comparagdo com os descritos na literatura para quercetina-3-O-glucosideo (LIU ez al., 2010).

C oc OH oc literatura
2 159,08 159,1
3 135,69 136,2
4 179,53 179,6
4a 105,68 104,6
5 163,12 162,2
6 100,09 6,207 (d, Jus = 2,1 Hz) 98,6
7 166,45 165,6
8 94,85 6,394 (d, Jue = 2,1 Hz) 94.4
8a 158,58 159,1
1 123,14 122,0
2' 117,62 7,711 (d, Jue = 2,2 Hz) 116,0
3 145,99 145,0
4' 149,95 150,2
5' 116,07 6,873 (d, Jue = 8,5 Hz) 116,9
6' 123,25 7,587 (dd, Jus' = 8,5; Juz = 2,2 Hz) 122,7
1" 104,45 5,226 (d, Ju2'=17,7 Hz) 100,6
2" 75,78 3,483 (dd, Juz=9,1; Ju1» = 7,7 Hz) 74,9
3" 78,19 3,425 (t, Juz' = Jua = 9,0 Hz) 77,9
4" 71,31 3,348 (dd, Jus = 9.8; Juz' = 8,8 Hz) 70,2
5" 78,44 3,218 (ddd, Jua =9,7; Jueb' = 5,3; Juea' = 2,4 Hz) 76,0
6a" 62,63 3,709 (dd, Jueb=11,9; Jus' = 2,4 Hz) 61,7
6b" 3,574 (dd, Juea = 11,9; Jus = 5,4 Hz)
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Figura 24- Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD30D) de C1.
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Figura 26- Espectro de RMN *C-BB (150 MHz, CD;0D) de Cl1.
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6.2.2.2 Determinagdo estrutural de C2

O espectro de RMN 'H (Figura 29, expansdo na Figura 30) do composto C2
apresentou sinais semelhantes ao do composto quercetina glicosideo. No entanto, foram
observados mais sinais na regido de hidrogénios oxigenados na faixa de ou 3,00-4,00, sendo a
presenca dos sinais em 4,52 (d, J= 1,9 Hz), referentes a mais um hidrogénio de carbono
anomérico e a metila dupleto em on 1,12 (J=6,20 Hz), condizentes da presenca de uma
raminose.

O espectro de RMN '*C-BB (Figura 31, expansio na Figura 32) apresentou 27
linhas espectrais. A compara¢do com a molécula anterior mostrou que o composto possui a
mesma aglicona flavonoidica, assim como a presencga da glicose, porém com a adicdo de uma
raminose. O grupamento ramnopiranosil estd ligado na posi¢do 6’ com base na diferenga de
deslocamento quimico 6c 68,63 em relacdo ao composto quercetina glucosideo [(C-6"") dc
62,3].

Os dados obtidos com a espectrometria de massas no item 6.1 deste trabalho (FM.
C27H30016; [M-H] = 609,0) corroboram com dados discutidos.

Ap6s andlise dos dados espectrais, juntamente com os dados obtidos com a
espectrometria de massas e comparagdo com os dados da literatura (Tabela 12), foi possivel

concluir que C2 trata-se do flavonoide rutina (Figura 28).

Figura 28- Representacdo estrutural da rutina.
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Tabela 12- Deslocamento quimico de RMN !3C e de seus respectivos hidrogénios em

compara¢do com os descritos na literatura para rutina (LI ez al., 2008).

C oc oH oc literatura
2 159,39 159,28
3 135,65 135,63
4 179,42 179,33
4a 105,60 105,59
5 162,99 162,86
6 100,19 6,211 (d, Jus =2,1 Hz) 99,93
7 166,46 165,92
8 95,02 6,400 (d, Jue = 2,0 Hz) 94,87
8a 158,61 158,42
1 12362 123,57
2! 117,73 7,670 (d, Jue = 2,2 Hz) 117,72
3 145,92 145,74
4' 149,95 149,73
5 116,14 6,877 (d, Jue = 8,4 Hz) 116,04
6' 123,15 7,633 (dd, Jus = 8,4; Jux = 2,2 Hz) 123,10
1" 102,47 5,100 (d, Ju2" = 7,6 Hz) 102,38
2" 75,76 NAPs: 3,83-3,24 75,71
3" 78,25 78,16
4" 71,47 71,37
5" 77,28 77,15
6" 68,63 68,54
1" 104,80 4,520 (d, Juz» = 1,5 Hz) 104,76
2" 72,15 NAPs*: 3,83-3,24 72,06
3 72,31 72,23
4'" 73,99 73,93
5™ 69,76 69,67
6'" 17,92 1,123 (d, Jus~ = 6,2 Hz) 17,86

*Sobreposi¢do de sinais
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Figura 29- Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;0D) de C2.
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Figura 31- Espectro de RMN *C-BB (100 MHz, CD30D) de C2.
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6.2.2.3 Determinagdo estrutural de C3

Os dados de RMN 'H (Figura 34, expansdo na Figura 35) do composto C3
apresentaram sinais semelhantes ao do composto rutina. No entanto, ndo foram observados os
sinais caracteristicos da raminose, sendo as principais diferencas observadas em on 4,75 (d,
J= 1,50 Hz) do hidrogénio ligado ao carbono anomérico e dos hidrogénios metilénicos dn
3,55-3,70, condizentes com a presenca de uma glicose em vez de uma ramnose.

O espectro de RMN !*C-BB (Figura 36, expansio na Figura 37) apresentou 27
linhas espectrais. A comparagio do espectro de RMN '*C de C3 com o da rutina mostrou que
as principais diferencas estdo no carbono anomérico em 6c 101,3, no carbono em dc 83,0 (C-
2”) e do carbono hidroximetilénico em dc 62,4, sugerindo a presenga de uma glicose ligada
em C-2”, com base nas diferencgas de deslocamento quimico observadas.

Os dados obtidos com a espectrometria de massas no item 6.1 deste trabalho (FM.
C27H30017; [M-H] = 625,1) corroboram com dados discutidos.

ApoOs andlise dos dados espectrais, juntamente com os dados obtidos com a
espectrometria de massas e comparagao com os dados da literatura (Tabela 13), foi possivel

concluir que C3 trata-se da quercetina-3-O-diglucosideo (Figura 33).

Figura 33- Representacio estrutural da quercetina-3-0-diglucosideo.
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Tabela 13- Deslocamento quimico de RMN !3C e de seus respectivos hidrogénios em
comparacdo com o0s descritos na literatura para quercetina-3-O-diglucosideo (SEUTTER
VON LOETZEN et al., 2014).

C oc OH oc literatura
2 158,92 159,0
3 135,16 135,2
4 179,81 179,9
da 105,80 105,9
5 163,20 163,2
6 99,98 6,202 (d, Jus = 2,1 Hz) 99,9
7 166,19 166,0
8 94,77 6,386 (d, Jus = 2,1 Hz) 94,8
8a 158,58 158,6
1 123,11 123,2
2! 117,79 7,672 (d, Jue = 2,2 Hz) 1179
3 146,04 146,1
4' 149,90 149.9
5' 116,23 6,892 (d, Jue = 8,4 Hz) 116,3
6' 123,11 7,536 (dd, Jus = 8,4; Jux = 2,2 Hz) 123,2
1" 101,28 5.347 (d, Ju2'= 7,6 Hz) 101,3
NAPs: 3,90-3,17
2" 83,02 83,0
3" 77,97 78,0
4" 71,17 71,2
5" 78,31 78,4
6" 62,45 62,5
1" 105,08 4,757 (d, Juz» =7,5 Hz) 105,1
NAPs: 3,90-3,17
2" 75,63 75,7
3™ 77,96 78,0
4 71,04 71,1
5™ 78,13 78,2
6'" 62,40 62,4
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Figura 34- Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD;0D) de C3.
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Figura 36- Espectro de RMN *C-BB (150 MHz, CD30D) de C3.
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6.2.2.4 Determinagdo estrutural de C4

Os dados de RMN 'H (Figura 39, expansdo na Figura 40) do composto C4
apresentaram sinais semelhantes ao do composto descrito anteriormente. Foram observados
sinais na regido de hidrogénios oxigenados na faixa de dn 3,8-3,2, bem como sinais em o 4,5
(d, J= 1,7 Hz), ou 5,3 (d, 7,6) e ou 4,7 (d, 7,4), referentes a trés hidrogé€nios ligados a
carbonos anoméricos, sugerindo a preseng¢a de trés unidades glicosidicas. A presenca da
metila dupleto em du 1,095 (d, 6,2) é condizente com uma raminose.

O espectro de RMN '3C-BB (Figura 41, expansio na Figura 42) de C4 apresentou
33 linhas espectrais. Os sinais de carbono anomérico em oc 101,2, 102,2 e 104,9 ratificam a
presenca das trés unidades glicosidicas. Com base nos deslocamentos quimicos observados
para os sinais de carbono em oc 82,7 (C-2") e 68,2 (C-6"), pode-se indicar que as outras duas
unidades glicosidicas estao ligadas em C2 e C6. A localizagdo precisa das unidades
glicosidicas pode ser confirmada através do experimento bidimensional de HMBC.

O espectro HMBC (Figura 43) de C4 mostrou a correlagdo do hidrogénio H-1"
com C-6", confirmando a posi¢do do grupamento ramnopiranosil em C-6". Em consequéncia,
a unidade glicopiranosil estd em C-2".

Os dados obtidos com a espectrometria de massas no item 6.1 deste trabalho (FM.
C33H40021; [M-H] = 771,1) corroboram com dados discutidos.

Ap6s andlise dos dados espectrais, juntamente com os dados obtidos com a
espectrometria de massas e comparagdo com os dados da literatura (Tabela 14), foi possivel

concluir que C4 trata-se da rutina glucosideo (Figura 38).

Figura 38- Representacdo estrutural da rutina glucosideo.
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Tabela 14- Deslocamento quimico de RMN !3C e de seus respectivos hidrogénios em
comparacdo com os descritos na literatura para rutina glucosideo (AQUINO et al., 1987).

C oc oH oc literatura
2 159,26 158,6
3 134,92 135,5
4 179,64 179,3
4a 105,72 105,5
5 163,09 163,0
6 100,09 6,206 (d, Jus = 2,1 Hz) 100,0
7 166,19 166,5
8 94,98 6,387 (d, Jus = 2,1 Hz) 95,1
8a 158,60 159,0
1 123,23 123,6
2' 117,90 7,657 (d, Jue = 2,2 Hz) 117,9
3 145,96 145,0
4' 149,85 1494
5 116,26 6,893 (d, Jue = 8,4 Hz) 116,3
6' 123,31 7,544 (dd, Jus = 8,4; Jux = 2,1 Hz) 123,3
1" 101,25 5,281 (d, Ju2' = 7,6 Hz) 101,1
2" 82,69 NAPs: 3,81-3,23 82,8
3" 77,93 77,9
4" 71,34 71,4
5" 77,04 77,1
6" 68,19 68,2
1" 102,21 4,490 (d, Ju2» = 1,7 Hz) 102,2
2" 72,15 NAPs: 3,81-3,23 72,1
3" 72,32 72,4
4" 73,96 74,0
5 69,75 69,7
6'" 17,88 1,095 (d, Jus = 6,2 Hz) 17,8
1" 104,90 4,759 (d, Ju2m = 7,4 Hz) 104,9
AN 75,52 NAPs: 3,81-3,23 75,5
3 77,92 77,9
4" 71,20 71,4
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(continuacio)

C oc OH oc literatura
5 78,21 78,2
6'"" 62,45 NAPs: 3,81-3,23 62,6

Figura 39- Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD3;0D) de C4.
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Figura 40- Expansio no espectro de RMN 'H (600 MHz, CD30D) de C4 na regido de §H 3-
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Figura 41- Espectro de RMN *C-BB (150 MHz, CD30D) de C4.
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Figura 42- Expansio no espectro de RMN *C-BB (150 MHz, CD30D) de C4 na regido de 8¢
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Figura 43- Espectro bidimensional HMBC (600, 150 MHz, CD30D) de C4.
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6.3 Analise quantitativa dos extratos e infusoes de Coffea arabica

6.3.1 Andlise quantitativa das infusoes da amostra comercial

O extrato metandlico e as infusdes preparadas a partir das folhas de café comercial
foram submetidos a andlise de CLAE-DAD-IES-EM, como descrito na parte de procedimento
experimental deste trabalho e os espectros obtidos (somente um representando a infusdo)

estdo apresentados na Figura 44.

Figura 44- Cromatogramas CLAE-IES-EM do extrato de metandlico (A) e de uma infusio
aquosa a 100 °C (B) da amostra comercial de folhas de Coffea arabica.
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(continuacio)
Figura 44- Cromatogramas CLAE-IES-EM do extrato metandlico e de uma infusio aquosa a

100 °C da amostra comercial de folhas de Coffea arabica.
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Acima: cromatograma UV (257 nm) nas condi¢des utilizadas para HPLC-ESI-MS. Abaixo: ions extraidos

individuais em m/z = 421 [M-H] - de mangiferina (Pico 1) e isomangiferina (Pico 2).

Em seguida, foi feita a quantificacio de mangiferinas totais nas amostras
(mangiferina e isomangiferina). Os resultados obtidos foram expressos em g/kg de fonte seca,
como apresentado na Figura 45.

As infusOes em agua destilada fervente de quantidades varidveis (100-1000 mg)
de folhas de café secas e trituradas da amostra comercial e com manuten¢do desta temperatura
durante vinte minutos revelaram que a liberacdo de mangiferinas totais mostrou uma resposta

linear em relacdo a dosagem (Figura 45).
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Figura 45- Liberacdo linear de mangiferinas totais do p6 de folhas de café (100-1000 mg/10
ml) por infus@o a 100°C de uma fonte comercial de Coffea arabica.
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Foi observado que a infusdo de 1000 mg de folhas de café secas e trituradas em
dgua fervente liberou mais de 50% das mangiferinas disponiveis presentes (1,6 g/kg), em
comparacdo com a extragdo a quente em metanol por Sohxlet (3,05 g/kg).

Em relacdo ao tempo de extracdo, a liberagdo de mangiferinas por infusdo em
agua fervente foi praticamente instantanea, com uma extracao de 53% (em comparag¢do com a
extracdo a quente com metanol) apds apenas um minuto, sem aumento apds 30 minutos.

Ao avaliar o efeito da temperatura sobre a eficiéncia da extracdo em intervalo de
10 min, a liberacdo de mangiferinas das folhas de café secas e trituradas foi fortemente
dependente da temperatura. A 35°C, a liberagdo de mangiferinas foi 59% eficiente em
comparacdo com a dgua fervente, aumentando para 88% a 85°C e 100% a 100 °C (Figura 46).
Apesar de ter sido 100% extraida das folhas de café em 4gua a 100 °C, a mangiferina

apresenta baixa solubilidade em em dgua (1,57 mg/L) (DUTRA et al., 2017).
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Figura 46- Relacdo de dependéncia da temperatura com a libertacdo total de mangiferinas a
partir de folhas de café secas e trituradas (100 mg/5,0 mL) em infusdo de uma fonte comercial
de Coffea arabica.
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Os resultados obtidos nesse topico foram publicados no jornal cientifico Food

Analytical Methods, no ano de 2016 (TREVISAN et al. 2016).
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6.3.2 Andlise quantitativa dos extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas

no Brasil e Costa Rica

A andlise quantitativa dos compostos majoritdrios mangiferina, 4cido
neoclorogénico, dcido criptoclorogénico, dcido clorogénico, rutina e cafeina nas folhas de
café foi realizada de acordo com o que € descrito na parte de procedimento experimental deste
trabalho, item 5.3.1.1. Os resultados obtidos foram expressos em g/kg de fonte seca.

Os dados obtidos sdo apresentados nos subtdpicos seguintes, de acordo com cada

localidade (Ceara, Minas Gerais, Sdo Paulo e Costa Rica).

6.3.2.1 Andlise quantitativa das amostras do Ceard

A Tabela 15 apresenta as concentragdes de mangiferina, adcido neoclorogénico,

acido clorogénico, 4cido criptoclorogénico, rutina e cafeina em g/kg de peso seco.

Tabela 15- Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado do
Ceara.

Compostos quantificados (g/kg)

Amostra
M ACG1 ACG2 ACG3 R C

CEP1 1,01 0,11 1,72 0,12 0,39 0,06
CEG1 1,34 0,05 1,46 0,11 0,18 6,42
CEG2 0,94 0,00 1,17 0,09 0,16 4,95
CEG3 1,30 0,28 3,85 0,37 0,25 1,45
CEG4 1,68 0,18 3,76 0,26 0,37 1,52

CEG4.2 1,51 0,28 3,56 0,35 0,50 9,22
CEGS 0,91 0,48 4,87 0,62 3,15 2,93
CEG6 0,71 0,08 0,90 0,13 0,10 8,72
CEG7 1,18 0,07 1,66 0,10 0,06 7,87
CEM1 1,24 0,53 2,24 0,21 0,40 6,81
CEM2 0,43 0,00 0,23 0,10 0,42 6,45
CEM3 1,49 0,01 1,21 0,13 0,12 9,63

M.= mangiferin; ACGl=dcido neoclorogénico; ACG2= 4cido clorogénico; ACG3= 4cido criptoclorogénico; R=

rutina; C= cafeina
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De forma geral, a concentracdo dos compostos nas folhas desidratadas variou
entre 0,71-1,68 g/kg para mangiferina, 0,23-4,87 g/kg para 4cido clorogénico, 0,10-3,15 g/kg
para rutina e 0,06-9,63 g/kg para cafeina, enquanto o composto 4cido neoclorogénico e
criptoclorogénico apresentaram valores menores que 1,00 g/kg em todas as amostras. Vale
destacar que a amostra CEG5 (amostra de folhas adultas coletadas diretamente do cafeeiro
sombreado) apresentou a maior concentracdo de &cido clorogénico e rutina. Estudo
desenvolvido por Rego, 2015, associou a atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo do
extrato aquoso dos frutos de H. speciosa Gomes (conhecida popularmente como
“mangabeira”) a esses dois compostos, fortalecendo a ideia de que o consumo de infusdes de
folhas de café pode trazer beneficios para a saude.

Além da atividade anti-inflamatdria, a rutina (também conhecida como vitamina
P) € relatada na literatura por também possuir atividades antidiabéticas, neuroprotetoras,
gastroprotetoras e antiglicantes, propriedades que podem ser atribuidas a grande atividade
antioxidante desse composto (GULPINAR et al.,, 2012; ABDEL-RAHEEM, 2010;
PASHIKANTIL, et al., 2010; MAHMOUD, 2012).

Campa et al., 2012 apresentaram os dados de quantificacdo de mangiferina em
porcentagem de peso na faixa de 0,026-16,359% para 7 diferentes espécies de folhas de café,
o que ¢é equivalente a 0,26-163,6 g/kg. Os valores mais elevados, referentes aos encontrados
nas folhas da espécie Coffea salvatrix, sdo aproximados aos relatados nas folhas jovens da
manga (BARRETO et al, 2008), o que € surpreendente. Em relacdo a espécie Coffea arabica,
0s mesmos autores obtiveram os seguintes dados de quantificagdo: mangiferina (0,566%-5,66
g/kg), acido neoclorogénico (0,098%-0,98 g/kg), acido clorogénico (3,231%- 32,31 g/kg) e
acido criptoclorogénico (0,256%-2,56 g/kg), valores superiores aos encontrados no presente
estudo para as folhas coletadas no Ceara.

Chaves et al., 2013, quantificaram cafeina em folhas da espécie Coffea arabica
obtidas de diferentes cultivares, obtendo resultados variando entre 2,0-8,0 g/kg. Esses valores
se assemelham aos encontrados no presente estudo para as folhas coletadas no Ceard (0,06-
9,63 g/Kg). Os teores de cafeina encontrados sdo menores do que os relatados por Lin et al,
2003, em folhas da espécie Camellia sinensis, onde folhas jovens apresentaram teores entre
14,53-27,38 g/kg e folhas adultas entre 11,43-17,12 g/kg.

Comparando as folhas jovens com as adultas (CEG4 e CEG4.2), s6 foi observada
grande variacdo nos teores cafeina, onde as jovens apresentaram concentragdo de 1,52 g/kg,
enquanto as adultas apresentaram concentracdo de 9,22 g/kg. Raju e Gopal, 1979, e Chaves et

al., 2004, observaram resultados diferentes, pois verificaram niveis maiores de cafeina em
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folhas jovens em relacdo a folhas velhas de Coffea arabica, assim como Lin et al, 2003, que
obsevaram maiores teores de cafeina em sete amostras de folhas jovens frescas de Camellia
sinensis em relacdo a folhas velhas frescas da mesma espécie. Sabe-se também que tecidos
mais novos geralmente possuem maior taxa biossintética de metabdlitos, tais como &4cidos
fendlicos, lactonas sesquiterpénicas, alcaldides, flavondides, 6leos essenciais e estilbenos. De
fato, nota-se frequentemente uma correlacdo inversa entre alta atividade metabdlica e
producdo de aleloquimicos, isto é, um decréscimo na producdo de metabdlitos secundarios
(notadamente derivados fendlicos) em periodos de crescimento tecidual rapido (NETO;

LOPES, 2007).

6.3.2.2 Andlise quantitativa das amostras de Minas Gerais

A Tabela 16 apresenta as concentragdes de mangiferina, 4cido neoclorogénico,

acido clorogénico, 4cido criptoclorogénico, rutina e cafeina em g/kg de folhas desidratadas.

Tabela 16- Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado de
Minas Gerais.

Compostos quantificados (g/kg)

Amostra
M ACG1 ACG2 ACG3 R C
MGBS1 4,17 0,23 5,73 0,42 2,93 9,23
MGBS1.2 1,21 0,20 2,42 0,25 0,78 5,52
MGM1 0,48 0,22 1,23 0,24 0,32 5,65
MGP1 1,77 0,37 19,84 0,76 3,15 7,08
MGP2 3,95 0,31 9,97 0,60 1,10 7,28
MGP2.2 8,48 0,35 17,55 0,72 4,33 12,66
MGP3 9,71 0,31 22,67 0,98 4,71 11,70

M.= mangiferin; ACGl=écido neoclorogénico; ACG2= 4cido clorogénico; ACG3= 4cido criptoclorogénico; R=

rutina; C= cafeina

As folhas coletadas em Manhumirim (MGMI1), obtidas de cafeeiros
homeopatizados, apresentaram as menores concentracdes para todas as substancias em relagdo
as demais amostras, porém valores esses semelhantes aos das folhas coletadas em Bom
Sucesso (MGBS1.2), sugerindo que a pratica homeopatica utilizada pouco influenciou na
producdo de metabolitos de defesa dessa planta. Entretanto é necessdrio um estudo mais

aprofundado nesse aspecto para se obter resultados mais confiantes.
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Entre as amostras que foram coletadas no municipio de Perdoes (MGP1, MGP2,
MGP2,2 e MGP3), foi observado que as folhas obtidas de cafeeiro com tratamento tradicional
(MGP3) apresentaram as maiores concentracdes de praticamente todos os compostos quando
comparadas com as folhas obtidas de cafeeiros com tratamento "quebra vento" e "cobertura
do solo e adubacdo verde". As plantas estdo sujeitas a diversos fatores mecanicos, causados
por chuva, granizo, vento, areia, invasdo por patdgenos e pastagem de herbivoros. Esses
fatores mecanicos podem influenciar a expressao do metabolismo secundario na planta. Além
disso, os nutrientes do solo também influenciam na produ¢do de metabdlitos secundarios na
planta (NETO; LOPES, 2007). Dessa forma, os tratamentos "quebra vento" e "cobertura do
solo e adubacdo verde" podem ter influenciado os cafeeiros na producdo de menos
metabdlitos secundérios em relagdo ao cafeeiro com tratamento tradicional. Estes tratamentos
sdao utilizados para producdo de café gourmet, onde altas concentracdes de dacidos
clorogénicos prejudica a qualidade do café.

Comparando as folhas coletadas da parte superior do cafeeiro com as coletadas da
parte inferior (MGP2 e MGP2.2), foram observadas maiores concentracdoes de todas as
substancias nas folhas coletadas na parte superior, praticamente o dobro no caso da
mangiferina, 4dcido clorogénico e cafeina e quase quatro vezes mais no caso da rutina. Este
resultado pode ser atribuido ao fato de que as folhas localizadas na parte superior da planta
estdo mais expostas ao sol e consequentemente sob condi¢des mais estressantes, sendo
necessaria maior producao de metabdlito secunddrio pela planta. Esses resultados corroboram
os resultados obtidos por Delaroza et al, 2014, em que foi observado que os espectros dos
picos de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV de arranjo de diodos
(HPLC-UV-DAD) dos extratos mostravam que folhas de Coffea arabica expostas ao sol
apresentam absorcdes mais fortes para a cafeina, acido clorogénico e teobromina do que as
folhas "autossombreadas" da parte de baixo do cafeeiro.

Comparando as folhas jovens com as adultas (MGBS1 e MGBS1.2), foram
observadas maiores concentracdoes de mangiferina, dcido clorogénico, rutina e cafeina nas
folhas jovens em relacdo as folhas adultas. Este resultado estd de acordo com os observados
por Bertrand et al., 2003, Campa et al., 2012 e Chaves et al., 2004, que observaram
diminui¢des nos teores de 4cido clorogénico, mangiferina e cafeina, respectivamente, nas
folhas de café a medida que elas amadureciam.

Os resultados obtidos nesse topico em relagdo as amostras de Bom Sucesso e
Manhumirim foram publicados no periddico cientifico Food Analytical Methods, no ano de

2016 (TREVISAN et al. 2016).
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A Tabela 17 apresenta as concentragdes de mangiferina, 4cido neoclorogénico,

dcido clorogénico, 4dcido criptoclorogénico, rutina e cafeina em g/kg de folhas desidratadas.

Tabela 17- Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado de Sao

Paulo.
Compostos quantificados (g/kg)
Amostra
M ACG1 ACG2 ACG3 R C

SP1* 9,04 0,51 20,72 0,74 7,35 7,69
SP2* 7,01 0,52 17,26 0,80 5,40 8,34
SP3* 5,04 - 14,43 0,47 4,70 7,14
SP4* 1,22 - 2,87 0,09 1,51 5,72
SP4.2* 2,06 - 4,66 0,19 3,00 5,99
SP5* 2,44 - 4,96 0,18 3,16 6,80
SP5.2% 2,07 - 3,82 0,20 3,10 5,23
SP5.3* 1,75 - 3,80 0,15 2,05 4,70
SPS.4% 3,51 - 5,48 0,15 3,14 7,32
SP6* 10,31 0,36 22,45 0,71 8,11 9,62
SP7%** 1,83 - 3,80 0,18 1,43 4,25
SPg** 1,02 - 2,14 0,12 1,00 7,62
SP9** 3,16 - 5,09 0,17 0,27 2,72
SP9.2%% 1,42 - 1,52 0,06 0,82 3,60
SP9.3%%* 3,26 - 6,84 0,29 1,77 6,00
SP9.4%%* 2,25 - 4,42 0,19 1,98 5,80
SP9.5%% 1,05 - 1,64 0,06 0,66 7,01
SP10** 1,42 - 3,39 0,14 1,04 7,97
SP10.2%* 1,15 - 2,73 0,11 0,82 5,77
SP10.3%* 5,04 - 12,19 0,52 2,73 7,86

M.= mangiferina; ACGl=acido neoclorogénico; ACG2= 4cido clorogénico; ACG3= 4cido criptoclorogénico; R=

rutina; C= cafeina

* Amostras oriundas de cafeeiros de pequeno porte.
** Amostras oriundas de cafeeiros de grande porte.
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Foi observado que a maioria das amostras ndo apresentou dcido neoclorogénico
(salvo trés amostras), assim como apresentou baixas concentragdes de 4cido
criptoclorogénico.

A maioria das amostras provindas de cafeeiros de porte baixo apresenta maiores
teores de mangiferina, 4cido clorogénico, rutina e cafeina quando comparadas com amostras
provindas de cafeeiros de grande porte. Uma possivel justificativa atribui-se ao fato de que
plantas de grande porte possuem maiores copas, deixando-as menos expostas ao sol.

De forma geral, houve uma grande variacdo nos teores de quatro substincias:
1,02-10,31 g/kg para mangiferina, 1,52-22,45 g/kg para é4cido clorogénico, 0,27-8,11 para
rutina e 2,72-9,62 g/kg para cafeina, sendo os valores mais elevados referentes aos
encontrados nas folhas provindas do cultivar Caturra Vermelho IAC 477 (SP6). Essa amostra
apresentou teor de acido clorogénico (22,45 g/kg) préoximo ao encontrado em folhas de Illex
paraguariensis (31,4 g/kg), mais popularmente conhecido como erva-mate. Entretanto, a
mesma amostra, além das amostras SP1, SP2 e SP3, apresentou maiores teores de rutina em
relacdo ao encontrado na erva mate (4,30 g/kg). Todas as 20 amostras apresentaram teores
menores de cafeina em relacdo aos encontrados na erva mate (HECK et al., 2008).

Os teores de cafeina observados nas 20 amostras (2,72 -9,62 g/kg) se assemelham
aos encontrados em folhas de C. arabica coletadas também no Brasil (2,0-8,0 g/kg), em
trabalho desenvolvido por Chaves et al., 2013. Duas amostras (SP1 e SP6) apresentaram
teores de mangiferina maiores em relacio a folhas de C. arabica coletadas na Africa (5,66

g/kg) (CAMPA et al., 2012).

6.3.2.4 Andlise quantitativa das amostras da Costa Rica

A Tabela 18 (pagina 97) apresenta as concentracOes de mangiferina, 4cido
neoclorogénico, 4cido clorogénico, dcido criptoclorogénico, rutina e cafeina em g/kg de

folhas desidratadas.
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Tabela 18- Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas na Costa Rica.

Compostos quantificados (g/kg)

Amostra
M. ACG1 ACG2 ACG3 R. C.
CR1 0,68 0,11 0,71 0,12 0,10 2,55
CR2 1,19 0,22 2,39 0,25 0,13 5,72
CR3 1,31 0,17, 1,55 0,22 0,36 7,47
CR4 0,78 0,13 1,18 0,17 0,08 5,58
CRS 3,33 0,28 3,22 0,33 0,71 5,02

M.= mangiferin; ACGl=dcido neoclorogénico; ACG2= 4cido clorogénico; ACG3= 4cido criptoclorogénico; R=
rutina; C= cafeina

Foi observado que a amostra CR1 provinda de cafeeiros com baixo tratamento
organico e sombreado apresentou os menores teores para os seis metabolitos secundarios. Ja
as amostras com tratamento tradicional e expostas a pleno sol (CR3 e CRS5) apresentaram as
maiores concentracoes das cinco substincias, corroborando mais uma vez com os dados
obtidos por Delaroza et al, 2014, que observaram nos espectros de HPLC-UV-DAD dos
extratos de folhas de Coffea arabica expostas ao sol absor¢des mais fortes para a cafeina,
acido clorogénico e teobromina.

Também foi observado que a amostra CRS (Folhas provindas de Heredia)
apresentou maiores teores de cinco substancias, principalmente mangiferina e rutina. A
altitude e o indice de radiacdo ultravioleta exercem efeitos sobre o desenvolvimento e a
producdo de metabdlitos secundérios nas plantas, apesar de existirem relativamente poucos
estudos neste sentido (NETO; LOPES, 2007), portanto esses fatores podem ser o motivo do
resultado observado, ja que Heredia fica 512 metros mais elevada do que Turrialba.

Comparando os dados obtidos com os da literatura, a amostra CRS apresentou
maior teor de acido clorogénico (3,22 g/kg) em relacdo aos teores encontrados em alimentos
funcionais como o cha verde (0,22 g/kg) e o chd preto (0,49 g/kg) e teor compardvel ao
encontrado nas folhas de Baccharis genistelloides (3,60 g/kg), popularmente conhecida como
carqueja. Todas as 5 amostras apresentaram menores teores de cafeina em relacdo aos chds
verde (24,1 g/kg) e preto (31,7 g/lkg) MARQUES; FARAH, 2009; TFOUNI et al., 2017).

Os resultados obtidos nesse topico foram publicados no jornal cientifico Food

Analytical Methods, no ano de 2016 (TREVISAN et al. 2016).
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6.3.2.5 PCA- Analise de componentes principais

Além da quantificacdo de mangiferina, cafeina, rutina e trés 4cidos clorogénicos,
os demais compostos identificados por CLAE-IES-EM neste trabalho também foram
quantificados nas folhas de café das quatro localidades (Anexo A).

Com o objetivo de melhor visualizar os dados de quantificacdo das folhas de café
coletadas em diferentes regides e de cafeeiros de diferentes portes (amostras de Sao Paulo), e
como esses metabolitos podem diferenciar as diferentes amostras, foi realizada a andlise de
componentes principais-PCA.

Para dar inicio a andlise dos dados, foi realizado um dendograma (Figura 47).

Figura 47- Dendrograma de similaridade entre amostras.
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Fonte: F. L. F SILVA.

Foi observada dentro do dendograma a diferenciacdo em 4 grupos, em que uma
diferenciagdo clara é observada entre as amostras de Sdo Paulo-porte alto e as demais (Ceard e
Sao Paulo-porte baixo). Uma segunda diferenciacdo é observada dentro de um mesmo cluster
(2), em que € observada a diferenciacdo das amostras de Sdo Paulo-porte baixo e Ceara. Para
melhor observar as diferenciacdes, foram utilizadas as componentes principais PC1xPC2

(Figura 48).
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Figura 48- Componentes principais PC1xPC2 (Amostras de Sao Paulo e Ceard).
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Com a andlise dos componentes principais, foi observada a diferenciagdo em 3
grupos principais, que representam as amostras de Sao Paulo-porte alto, Sdo Paulo-porte
baixo e Ceard. Com o gréifico de loadings, é observada a primeira diferenciacdo entre as
amostras de Sao Paulo e Ceard devido as substincias 10, 12 e 14 (quercetina-3-O-
diglicosideo, caempferol-3-O-diglicosideo ramnosideo e dcido 3,4-dicafeoilquinico), que

aparecem em maior concentracdo nas amostras de Sao Paulo.
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Uma vez que as amostras de Sdo Paulo sdo oriundas de cafeeiros cultivados a
pleno sol, isso pode conferir a planta um maior estresse oxidativo (maior indice de radiacio
UV) e consequentemente uma maior producdo de metabdlitos secunddrios pela planta, em
comparacdo as amostras do Ceard, que sdo oriundas de cafeeiros sombreados (menor indice
de radiacao UV) (NETO; LOPES, 2007). Esses dados corroboram mais uma vez com 0s
obtidos por Delaroza et al., (2014).

Com o grifico de loadings, também foi possivel observar uma segunda
diferenciagado entre as amostras de Sao Paulo (porte alto e porte baixo), devido a substancia 3,
ao 4cido neoclorogénico. O composto 3 é observado em baixa concentragdo € em poucas
amostras de Sao Paulo-porte baixo, entdo resolveu se excluir as amostras do Ceard e realizar

um novo PCA, utilizando um grupo mais homogéneo, como pode ser observado na Figura 49.

Figura 49- Componentes principais PC1xPC2 (Amostras de Sao Paulo).
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Figura 49- Componentes principais PC1xPC2 (amostras de Sdo Paulo). (Continuacao)
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Fonte: F. L. F SILVA

Neste novo PCA, pode-se observar a diferenciacdo clara em dois grupos, Sdo
Paulo-porte alto e Sao Paulo-porte baixo. Essa diferenciacdo ocorre devido a dois compostos,
10 e 12 (quercetina-3-O-diglicosideo e caempferol-3-O-diglicosideo ramnosideo) que
aparecem ambos em maior concentra¢ao nas amostras de Sao Paulo-porte baixo. Os cafeeiros
de porte baixo devem ser mais suscetiveis a estresse oxidativo em relacdo aos cafeeiros de
porte alto, pois como ja dito anteriormente, a maior producdo de metabdlitos secundérios pela
planta pode estar associada a um maior estresse oxidativo. Como j4 dito em tépico anterior,
uma possivel justificativa atribui-se ao fato que plantas de grande porte possuem maiores

copas, deixando a planta menos exposta ao sol.
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6.4 Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos metanélicos de Coffea arabica pelos
ensaios HX/XO, DPPH, FRAP e ORAC

A capacidade antioxidante dos extratos estd diretamente ligada a sua composi¢ao
quimica, ao sistema do teste, as condi¢des reacionais e na forma como os resultados sdao
expressos. E influenciado por um grande nimero de fatores, por este motivo o potencial
antioxidante ndo pode ser avaliado por um tnico método. Faz-se necessdria a avaliagao da
capacidade antioxidante por vdrios mecanismos com fundamentos de acdo diferentes
(FRANKEL; MEYER, 2000).

Os ensaios de avaliagdo do potencial antioxidante utilizados nesse trabalho de tese
atendem a requisitos importantes, como simplicidade, reprodutibilidade intra e interdidria, ter
mecanismo quimico e ponto final definido, utilizar fonte radical relevante e por ter
instrumentagdo prontamente disponivel no laboratério onde foi desenvolvido o trabalho
(PRIOR et al., 2005).

O método DPPH foi escolhido por ser um simples, rdpido, pratico e com boa
estabilidade, além de ser vantajoso para amostras soliveis em solventes organicos
(SUCUPIRA et al., 2012). E um ensaio recomendado por ser preciso para avaliagio da
capacidade antioxidante de produtos naturais (TOMEI; SALVADOR, 2007). Da mesma
forma, o método FRAP trata-se de um ensaio simples, rdpido e prético, além de barato,
robusto e ndo requer equipamento especializado. Este ensaio foi originalmente desenvolvido
por Benzie and Strain (BENZIE; STRAIN, 1996) para medir atividade antioxidante em
plasma, mas posteriormente foi adaptado para o uso em espécies botanicas (PRIOR et al.,
2005), outra razdo pela qual o método foi utilizado no presente trabalho. O método ORAC
ndo possui a mesma rapidez e praticidade como o método DPPH e FRAP, porém apresenta
uma grande vantagem em relacdo as demais metodologias: os radicais peroxila ou hidroxila
sdo usados como pré-oxidantes, o que confere um maior significado biolégico em relagdo aos
outros métodos. Além disso, o metédo se adapta a amostras com antioxidantes lipofilicos e
hidrofilicos (SUCUPIRA et al., 2012).

Os resultados das andlises do potencial antioxidante dos extratos metandlicos sao
apresentados nos subtdpicos seguintes, de acordo com cada localidade (Ceard, Minas Gerais,
Sdo Paulo e Costa Rica). Como a capacidade antioxidante de um extrato € influenciada por
sua composi¢do quimica, o potencial antioxidante das substdncias puras majoritdrias

mangiferina, dcido clorogénico, rutina e cafeina também foi avaliado.
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6.4.1 Andlise do potencial antioxidante das amostras do Ceard

Os extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas no Ceard foram
analisados quanto ao seu potencial antioxidante pelos ensaios DPPH, FRAP ¢ ORAC e os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19- Potencial antioxidante dos extratos metandlicos das amostras do Ceara.

Amostra DPPH ICso (mg/L) FRAP EC1 (mg/L) ORAC (ORAC-unidades)

CEP1 1986,93 2658,12 0,95
CEG1 805,14 878,47 2,10
CEG2 953,93 1408,86 1,54
CEG3 447,13 1085,33 1,65
CEG4 151,6 482,11 2,87
CEG4.2 456,16 1115,79 1,63
CEGS 527,81 1580,62 1,20
CEG6 345,39 1015,15 1,78
CEG7 348,37 1105,17 1,68
CEM1 332,89 968,53 1,66
CEM2 1826,63 2547,20 0,80
CEM3 407,49 1121,66 1,64

ICso: concentragio de cada amostra onde 50% do radical DPPH é capturado.
EC;: concentragdo da amostra capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia equivalente aquela obtida

com uma solu¢do 1mM de Fe (II).

A amostra CEG4, referente as folhas jovens coletadas em Guaramiranga, foi a que
apresentou o maior potencial antioxidante nos trés ensaios, o que pode ser atribuido a maior
concentracdo de compostos fendlicos nessa amostra em relacdo as demais. Em relagdo ao
ensaio DPPH, essa amostra apresentou ICso = 151,6 mg/L, valor pr6ximo ao encontrado por
Morais et al, 2009 ao estudar a atividade antioxidante do chd verde (Camellia sinensis), o qual
apresentou ICso = 140,0 mg/L para o mesmo ensaio. O ché verde € relatado na literatura com
alta atividade antioxidante devido ao seu conteido de flavonoides, majoritariamente
catequinas (MORALIS et al, 2009; WANG; HO, 2009).

Os compostos fendlicos t€m despertado grande interesse devido ao seu elevado

poder antioxidante, capaz de remover radicais livres, quelar ions metalicos com atividade
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redox, modular a expressdo génica e interagir com mecanismos de sinalizac¢do celular, sendo
atribuida grande parte de sua bioatividade a estas caracteristicas (RHODES,1996).

Devido a andlise HX/XO ser muita extensa, além da grande quantidade de
solvente requerida para o teste, este ensaio foi realizado somente com a amostra CEG4, ja que
a mesma obteve maior potencial antioxidante nos ensaios DPPH, FRAP e ORAC. Os
resultados obtidos s@o apresentados no subtdpico 6.4.5, juntamente com os resultados obtidos

para as amostras representantes das outras localidades (Minas Gerais, Sao Paulo e Costa
Rica).
6.4.2 Anadlise do potencial antioxidante das amostras de Minas Gerais

Os extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas em Minas Gerais
foram analisados quanto ao seu potencial antioxidante pelos ensaios DPPH, FRAP e ORAC e

os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20- Potencial antioxidante dos extratos metandlicos das amostras de Minas Gerais.

Amostra DPPH ICso (mg/L) FRAPEC ORAC
(mg/L) (ORAC-unidades)
MGBS1 368,64 832,15 1,95
MGBS1.2 729,04 1319,13 1,53
MGM1 1337,89 1493,89 1,41
MGP1 94,81 425,31 3,08
MGP2 103,34 478,44 2,82
MGP2.2 125,91 567,02 2,51
MGP3 94,62 473,09 2,78

ICso: concentragdo de cada amostra onde 50% do radical DPPH é capturado.
EC;: concentragdo da amostra capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia equivalente a aquela

obtida com uma solu¢do 1mM de Fe (II).

De forma geral, todas as amostras referentes as folhas coletadas em Perddes
(MGP1, MGP2, MGP2.2 e MGP3) apresentaram maior atividade antioxidante em relacio
aquelas coletadas em Bom Sucesso e Manhumirim, sendo as amostras MGP1 e MGP3,

referentes as folhas provindas de cafeeiros com tratamento "quebra vento" e "sem

tratamento", respectivamente, as que apresentaram as maiores atividades antioxidante. Todas
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as amostras, com excecao a amostra MGM1, apresentaram melhores atividades antioxidantes
no ensaio DPHH em relacdo a amostra de ché preto (Camellia sinensis), a qual apresentou
ICs0 = 960 mg/L em trabalho desenvolvido por Morais et al., 2009.

Também foi observado que a amostra MGBSI, referente a folhas jovens,
apresentou maior atividade antioxidante em relacdo a amostra MGBS1.2, referente a folhas
velhas do mesmo cafeeiro. O mesmo resultado foi observado anteriormente entre duas
amostras coletadas no Ceara.

Uma das duas amostras que obtiveram maior potencial nos trés ensaios (MGP1)

foi analisada no ensaio HX/XO e os resultados obtidos sdo apresentados no subtdpico 6.4.5.

6.4.3 Analise do potencial antioxidante das amostras de Sdo Paulo
Os extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas em Sao Paulo
foram analisados quanto ao seu potencial antioxidante pelos ensaios DPPH, FRAP e ORAC e

os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21- Potencial antioxidante dos extratos metandlicos das amostras de Sdo Paulo.

FRAP ECi ORAC
Amostras DPPH ICso (mg/L)
(mg/L) (ORAC-unidades)
SP1* 76,53 435,75 2,85
SpP2* 246,56 504,13 2,63
SP3* 120,49 367,26 3,40
SP4* 206,37 607,65 2,49
SP4.2% 200,16 659,45 2,38
SP5* 174,57 665,42 2,41
SP5.2% 350,03 1015,58 1,75
SP5.3% 255,14 870,11 1,84
SP5.4* 268,54 860,82 1,93
SP6* 76,42 429,83 3,10
SP7#%* 341,53 1215,02 1,55
SP8** 219,08 1704,89 2,22
SP9** 821,63 654,33 1,30

SP9.2%%* 301,26 1168,29 1,36
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(continuacio)
FRAP ECi ORAC
Amostras DPPH ICso (mg/L)
(mg/L) (ORAC-unidades)

SP9.3%* 355,38 1184,42 1,61

SP9.4%%* 335,35 1186,76 1,72

SP9.5%%* 883,88 1517,55 1,25

SP10%** 600,04 1274,05 1,44
SP10.2%* 467,46 1352,52 1,37
SP10.3** 135,38 529,29 2,41

ICso: concentragdo de cada amostra onde 50% do radical DPPH é capturado.

EC;i: concentragc@o da amostra capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia equivalente aquela obtida
com uma solucdo 1mM de Fe (II).

* Amostras oriundas de cafeeiros de pequeno porte.

** Amostras oriundas de cafeeiros de grande porte.

Foi observado que a amostra SP6, referente as folhas provindas do Caturra
Vermelho IAC 477, apresentou o maior potencial antioxidante nos trés ensaios. Esta amostra
apresentou Otima atividade antioxidante no ensaio DPHH (ICso = 76,4 mg/L), atividade
superior em relacdo a alimentos funcionais como cha verde (ICso= 140,0 mg/L), canela (ICso
= 370,0 mg/mL) cravo (ICso= 460,0 mg/mL), louro (ICso= 760,0 mg/mL) e cha preto (ICso =
960,0 mg/mL) (MORALIS et al., 2009).

Também foi observado que as amostras provindas de cafeeiros de pequeno porte
foram as que apresentaram os maiores valores de potencial antioxidante nos trés ensaios, o
que pode ser atribuido a maior concentragdo de compostos fendlicos nessas amostras em
relagdo as demais.

A amostra SP6 foi analisada no ensaio HX/XO e os resultados obtidos estdo

apresentados no subtépico 6.4.5.

6.4.4 Andlise do potencial antioxidante das amostras da Costa Rica

Os extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas na Costa Rica

foram analisados quanto ao seu potencial antioxidante pelos ensaios DPPH, FRAP e ORAC e

os resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22- Potencial antioxidante dos extratos metandlicos das amostras da Costa Rica.

FRAP EC; ORAC
Amostras DPPH ICso (mg/L)
(mg/L) (ORAC-unids)
CR1 515,94 1453.,83 1,54
CR2 492,74 1234,56 1,58
CR3 434,55 1095,61 1,67
CR4 724,09 1251,01 1,49
CR5 895,35 1274,37 1,46

ICso: concentragdo de cada amostra onde 50% do radical DPPH € capturado.
EC;i: concentragc@o da amostra capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia equivalente aquela obtida

com uma solucdo 1mM de Fe (II).

A amostra CR3, referente as folhas de cafeeiros com tratamento tradicional e
plena exposi¢do ao sol, foi a que apresentou maior potencial antioxidante nos trés ensaios,
entretanto todas as amostras apresentaram resultados semelhantes. Essa amostra foi analisada

no ensaio HX/XO e os resultados obtidos estdo apresentados no subtdpico 6.4.5.

6.4.5 Andlise do potencial antioxidante das amostras do Ceard, Minas Gerais, Sdo Paulo e

Costa rica pelo ensaio HX/XO

Os extratos metanolicos das amostras CEG4, MGP1, SP6 e CR3 foram analisados
quanto aos seus potenciais antioxidantes pelos ensaios HX/XO de acordo de com a
metodologia descrita nos procedimentos experimentais desse trabalho e os valores de ICso em
relagc@o a inibicdo do ataque das espécies reativas de oxigénio ao acido salicilico e a inibi¢do

da enzima xantina oxidase sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23- ICso das amostras CEG4, MGP1, SP6 e CR3 em relacdo a inibi¢ao do ataque das
espécies reativas de oxigénio ao dcido salicilico e a inibi¢do da enzima xantina oxidase.

HX/XO ICso AU ICso
Amostras
(ug/mL) (ng/mL)
CEG4 1608,10 1538,40
MGP1 >2500 444,71
SP6 >2500 571,12
CR3 >2500 >2500

HX/XO ICs0- Concentracdo das amostras capaz de inibir 50% do ataque das espécies reativas de oxigénio ao
acido salicilico.
AU- Concentrag@o das amostras capaz de inibir 50% do 4cido trico formados pelas espécies reativas.

>2500- ICso maior que a concentracdo maxima testada (2500ug/mL).

Somente a amostra CEG4 apresentou atividade antioxidante no ensaio HX/XO em
termos de inibi¢do do ataque das espécies reativas de oxigénio ao 4cido salicilico. Entretanto
essa mesma amostra, assim como as amostras MGP1 e SP6, apresentou atividade de inibi¢ao
da enzima xantina oxidase.

A Figura 50 compara a inibi¢do do ataque das espécies reativas de oxigénio ao
acido salicilico das amostras CEG4, MGP1, SP6 e CR3 em varias concentragdes. Ja a Figura
51 compara a inibicdo da atividade da xantina oxidase das amostras CEG4, MGP1, SP6 e

CR3 em varias concentracoes.
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Figura 50- Comparacdo da inibi¢cdo do ataque das espécies reativas de oxigénio ao acido
salicilico pelos extratos metandlicos das amostras CEG4, MGP1, SP6 e CR3.
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Figura 51- Comparacdo da inibi¢do da atividade da xantina oxidase pelos extratos
metandlicos das amostras CEG4, MGP1, SP6 e CR3.
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6.4.6 Andlise do potencial antioxidante das substincias mangiferina, dcido clorogénico,

rutina e cafeina pelos ensaios DPPH, FRAP, ORAC e HX/XO

As substancias mangiferina, dcido clorogénico, rutina e cafeina foram analisadas
quanto aos seus potenciais antioxidantes pelos ensaios DPPH, FRAP, ORAC e HX/XO e os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 24. A mangiferina apresentou maior potencial
nos ensaios DPPH e FRAP, enquanto a rutina apresentou maior potencial antioxidante no
ensaio ORAC.

Barreto et al., 2009, encontram resultados diferentes em relacio ao composto
mangiferina nos ensaios DPPH (ICso = 0,59 uM), FRAP (ECi= 1.03 uM) e ORAC (12.85
unids), entretanto encontraram resultado semelhante no ensaio HX/XO (0,47 mM = 198,34
198,34 pg/mL).

Os compostos 4cido clorogénico e rutina também apresentaram resultados
diferentes no ensaio DPPH em trabalhos desenvolvidos por KWEON et at., 2001 e IACOPINI
et al., 2008 (ICs0 =12, 3 uM e ICs0 = 7,4 uM, respectivamente). Entretanto, Khallouki et al.,
2015a, ao avaliar a atividade antioxidante do 4cido clorogénico, encontraram resultados
semelhantes nos ensaios FRAP e ORAC (EC; = 478,0 uM e 3,07 unids) aos encontrados no
presente trabalho (EC; = 475,53 uM e 3,10 unids).

Tabela 24- Potencial antioxidante das substancias mangiferina, dcido clorogénico, rutina e
cafeina.

Ensaio
Composto DPPHICso FRAPEC; ORAC HX/XOICso AU ICso
(M) (M) (ORAC-unids) (ng/mL) (ng/mL)
Mangiferina 70,04 329,46 3,19 242,41 210,11
Acido 128,22 475,53 3,10 270,15 256,91
clorogénico

Cafeina Inativo Inativo 0,30 479,07 Inativo
Rutina 101,74 417,19 4,80 48,26 46,99

1Cso: concentracdo de cada amostra onde 50% do radical DPPH € capturado.

EC;i: concentracdo da amostra capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia equivalente aquela obtida
com uma solu¢do 1mM de Fe (II).

HX/XO ICso- Concentragio das amostras (ug/mL) capaz de inibir 50% do ataque das espécies reativas de
oxigénio ao 4cido salicilico.

AU ICso- Concentragio das amostras capaz de inibir 50% do 4cido trico formados pelas espécies reativas.
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6.4.7 Correlacdes entre os compostos quantificados e atividade antioxidante

As trés classes de polifendis mostraram excelentes correlacdes com 0s ensaios
antioxidantes, enquanto a cafeina, embora tenha apresentado correlacdo negativa com os
ensaios DPPH e FRAP, apresentou fraca correlagdo com a capacidade antioxidante no teste

ORAC (Tabela 25).

Tabela 25- Correlacdo entre o teor de mangiferinas totais (mangiferina + isomangiferina),
flavonoides, dcidos clorogénicos e cafeina (g/kg) em folhas de café e a capacidade para
eliminar os radicais DPPH e peroxilo (teste ORAC), bem como reduzir ferro (III) para ferro
(IT) (ensaio FRAP).

Compostos fenolicos DPPH FRAP ORAC
Mangiferinas -0,55 (p <0,001) -0,69 (p <0,0001) 0,71 (p <0,0001)
Flavonoides -0,57 (p <0,001)  -0,60 (p < 0,001) 0,65 (p <0,0001)

Acidos clorogénicos -0,52 (p <0,01) -0,69 (p <0,0001) 0,74 (p < 0,0001)

Acidos dicafeoil quinicos -0,44 (p < 0,01) -0,54 (p < 0,001) 0,61 (p <0,001)
Acidos clorogénicos totais  -0,55 (p <0,001) -0,67 (p < 0,0001) 0,73 (p <0,0001)

Fendlicos totais -0,55 (p <0,001) -0,66 (p < 0,0001) 0,70 (p < 0,0001)
Cafeina -0,08 -0,14 0,34 (p <0,05)

Esses dados s3o inteiramente consistentes com relatos da literatura sobre os
compostos individuais: &4cidos clorogénicos (KHALLOUKI et al, 2015a), flavonoides
(KHALLOUKI et al., 2015b), xantonas (BARRETO et al., 2008) e cafeina (ATAWODI et
al., 2007). Além disso, as correlacOes entre os trés diferentes testes antioxidantes aplicados

também foram excelentes (Tabela 26).

Tabela 26- Correlacdo entre os ensaios antioxidantes.

Ensaio antioxidante Correlacao
DPPH vs FRAP r=0,84 (p <0,0001)
FRAP vs ORAC r=-0,82 (p < 0,0001)

DPPH vs ORAC r=-0,71 (p < 0,0001)
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6.5 Ensaio de inibicao da enzima conversora de angiotensina I (ECA)

Produtos naturais tém ganhado importancia na procura de fitoterdpicos com
atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina I (ECA), ou seja, com atividade
antihipertensiva. Vadrias classes de compostos oriundos de plantas foram identificadas como
possuindo atividade inibidora da ECA, como taninos hidrolisdveis, fenilpropanoides,
proantocianidinas, flavonoides, xantonas, 4cidos graxos, terpenoides, alcaloides,
oligossacarideos, peptideos/aminoécidos, entre outros (NYMAN et al, 1998).

A hipertensdo, uma das doencas mais comuns em todo o mundo, ¢ uma doenca
crOnica em que a pressdo sanguinea elevada pode afetar a saide. Essa doenga estd associada a
vérios fatores de risco, como acidentes vasculares cerebrais, doengas do coracdo, insuficiéncia
renal e aneurisma (GUYTON; HALL, 2006). A ECA ¢é peca chave no controle da pressdo
sanguinea: o sistema renina-angiotensina, que controla o volume extracelular e a vaso-constricao
arterial (GANTEN et al., 1984). A ECA € um decapeptideo que pode aumentar a pressdo arterial
através da conversdo da angiotensina I no potente vasoconstritor angiotensina Il (octapeptideo) e
pela degradacdo de um peptideo hipotensor, a bradicinina (OWEN et al., 1956). Por isso, a
inibicdo da atividade da ECA € considerada uma abordagem terapéutica ttil contra a hipertensao.
Além disso, descobertas recentes mostram que IECAs podem ser utilizados no tratamento do
cancer e que evitam a angiogenese, podendo também ser utilizados como quimiopreventivos
no tratamento do cancer (ARAFAT et al., 2007; HERR et al., 2008).

O ensaio de inibicdo de enzima conversora de angiontesina I foi realizado com
oito extratos metanodlicos, dois extratos representando cada localidade (Ceard, Minas Gerais,
Sdo Paulo e Costa Rica). O ensaio também foi realizado com as substincias puras
mangiferina, dcido clorogénico, rutina e cafeina. A Tabela 27 apresenta as taxas de conversao
do substrato hipuril-histidil-leucina em acido hipudrico pela acdo da enzima conversora de

angiotensina I (ECA), na presenga das amostras e substancias testadas.
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Tabela 27- Taxas de conversdao do substrato hipuril-histidil-leucina em 4cido hiptrico pela
acdo da enzima conversora de angiotensina I na presenc¢a das amostras e substincias testadas.

Amostra Taxa de conversao (%)
Controle negativo 65,64
CEG1 55,20
CEG4 66,32
MGP1 63,72
MGP4 55,66
SP1 68,75
SP6 59,54
CR1 73,06
CR3 69,76
Mangiferina 56,55
Acido Clorogénico 68,41
Rutina 60,90
Cafeina 65,12

Para amostras que apresentem inibi¢do de ECA maior que 60%, faz-se necessario
o célculo do indice de inibigdo de 50% da ECA (ICsp). No caso do controle positivo
(Captopril), o composto apresentou ICso= 8,86 nM. Esse valor € um pouco maior do que o
encontrado por Lahogue et al., 2010 (ICso= 1,75 nM) e Vermeirssen et al., 2002 (ICso = 1.56
nM). Nenhum dos extratos de folhas de café testados ou substincias puras apresentaram
inibicdo da ECA maior que 60%. Entretanto, foi possivel observar que as amostras CEG1,
MGP4 e SP6, além da substancia mangiferina, apresentaram maior inibicdo da ECA quando
comparadas ao controle negativo, porém essa atividade ndo € considerada significativa

quando comparada ao controle positivo.

6.6 Atividade de inibicao da enzima acetilcolinesterase (AchE)

A doenga de Alzheimer (AD) € uma patologia progressiva que atualmente nao ha
cura, embora inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) proporcionem uma melhora
tempordria efetiva dos sintomas em alguns pacientes (JUNIOR et al, 2004). A AChE esta
envolvida na interrup¢do da transmissdo do impulso nervoso, através de hidrélise rdpida do

neurotransmissor acetilcolina em numerosas vias colinérgicas, nos sistemas nervosos central e
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periférico. A inibicdo da enzima (que pode ser induzida pelos inibidores) conduz a
acumulacdo de acetilcolina no processo de sinapse e consequentemente diminuicdo na
progressao dos sintomas da doenga (DOOLEY; LAMB, 2000).

O teste de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase foi realizado com quatro extratos
metanodlicos, um extrato representando cada localidade (Ceard, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Costa Rica). Na avaliacdo qualitativa anticolinesterdsica, o aparecimento de halos em tornos
dos "spots" das amostras é indicativo de que ocorreu a inibicdo da enzima AChE. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28- Avaliacdo da atividade anticolinesterdsica dos extratos metanolicos de Coffea
arabica.

Tamanho do halo

Amostra Atividade anticolinesterasica
(mm)
Controle 9 (+)
CEG4 - )
MGP1 - -)
SP6 -—-- )
CR3 - )

De acordo com os resultados obtidos, nenhum dos extratos apresentou atividade de

inibicao da enzima acetilcolinesterase quando comparados ao controle.



118

7 CONCLUSOES

O estudo quimico dos extratos metandlicos e infusdes das folhas de Coffea
arabica coletadas no Ceard, Minas Gerais, Sao Paulo e Costa Rica, e da amostra comercial,
com a utilizacdo da técnica CLAE-DAD-IES-EM permitiu a identificagdo de 16 substancias:
Acido neoclorogénico, dcido clorogénico, dcido criptoclorogénico, dcido 3,4-dicafeoilquinico,
acido 3,5-dicafeoilquinico, 4dcido 4,5-dicafeoilquinico, mangiferina, isomangiferina, cafeina,
quercetina-3-O-glucosideo, rutina, rutina  glucosideo, quercetina-3-O-diglucosideo,
campferol-3-0-diglucosideo ramnosideo, quercetina-3-O-ramnogalactosideo, campferol-3-O-
ramnoglucosideo, sendo que as cinco ultimas descritas nunca foram relatadas anteriormente
na literatura no género Coffea. Com a utilizag¢do das técnicas de extracdo em fase sélida (SPE)
e CLAE-SP, foi possivel isolar os compostos rutina, rutina glucosideo, quercetina-3-O-
glucosideo e quercetina-3-O-diglucosideo, os quais tiveram suas estruturas elucidadas com a
técnica de RMN de 'H e 1°C.

A liberacdo de mangiferinas totais (mangiferina e isomangiferina) do p6 de folha
de café em infusdo mostrou-se fortemente dependente da temperatura, apresentando-se
praticamente instantanea (apds apenas um minuto) em dgua fervente, com extracdo de 53%
em comparagdo com a extracdo a quente com metanol (soxhlet), sem aumento apds 30
minutos.

A quantificagdo dos compostos mangiferina, 4cido neoclorogénico, acido
clorogénico, 4cido criptoclorogénico, rutina e cafeina nas folhas de Coffea arabica coletadas
no Ceard, Minas Gerais, Sdo Paulo e Costa Rica permitiu verificar que a producdo de
metabolitos secundérios nas folhas € influenciada por vdrios fatores, como exposi¢ao a
radiacdo solar, fatores mecanicos, adubagdo do solo, altitude do terreno e idade da folha.
Apesar da diferenciacdo de grupos observada no PCA, € necessaria uma maior quantidade de
amostra para se inserir uma maior quantidade de resultados.

Os extratos metandlicos das folhas de Coffea arabica coletadas no Ceard, Minas
Gerais, Sao Paulo e Costa Rica apresentaram atividade antioxidante nos ensaios DPPH, FRAP
e ORAC, assim como as substancias puras mangiferina, acido clorogénico e rutina. No ensaio
HX/XO, as quatro amostras testadas (representando as quatro localidades) apresentaram
maior potencial em inibir a enzima xantina oxidase do que potencial em inibir o ataque das
espécies reativas de oxigénio ao 4cido salicilico. As trés classes polifendlicas mostraram
excelentes correlagdes com os ensaios antioxidantes DPPH, FRAP e ORAC, enquanto a

cafeina apresentou correlagdo negativa com os ensaios DPPH e FRAP e fraca correlacio com
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o ensaio ORAC. Nenhum extrato metandlico ou substincia pura testada apresentou inibi¢dao
da enzima conversora de angiontesina I maior que 60%, ou seja, nenhuma amostra apresentou
atividade significativa para este ensaio.

Nenhum dos extratos metandlicos apresentou atividade anticolinesterasica.

Uma vez que poucos estudos relatam a composicdo quimica e o potencial
farmacolégico de folhas de Coffea arabica, o presente estudo contribui para a literatura com
um estudo aprofundado das folhas de Coffea arabica coletadas no Brasil. Além disso, o
presente estudo revelou que o cha de folhas de café pode ser uma excelente bebida funcional,
contendo muitos compostos polifendlicos com potencial de exercerem efeitos bioldgicos

positivos, como a alta atividade antioxidante.
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ANEXO A- COMPOSTOS QUANTIFICADOS NAS FOLHAS DE CAFE DAS QUATRO LOCALIDADES

Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado do Ceara.

Compostos (g/kg peso seco)

Amostra I RG QG QdG QR CDR CR A34 A35 A45
CEP1 0.15 0.07 0.17 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 3.76 0.18
CEG1 0.17 0.20 0.05 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 3.37 0.24
CEG2 0.12 0.10 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 277 0.19
CEG3 0.16 0.11 0.11 0.10 0.00 0.00 0.11 1.68 248 0.48
CEG4 0.54 0.08 0.14 0.08 0.12 0.02 0.07 1.66 9.62 1.10

CEG4.2 0.57 0.17 0.23 0.13 0.08 0.00 0.18 2.56 6.33 0.93
CEGS 0.45 0.63 0.46 0.34 0.50 0.00 0.18 2.73 3.61 0.65
CEG6 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.95 0.22
CEG7 0.21 0.12 0.28 0.12 0.11 0.00 0.00 0.00 3.81 0.29
CEM1 0.16 0.35 0.14 0.30 0.04 0.00 0.00 0.00 1.52 0.20
CEM2 0.24 0.33 0.24 0.23 0.09 0.00 0.13 0.00 4.23 0.31
CEM3 0.20 0.12 0.05 0.07 0.04 0.00 0.00 0.00 3.84 0.27

I-isomangiferina, RG-rutina glicosideo, QG-quercetina glucosideo, QdG- quercetina diglicosideo, QR- quercetina ramnogalactosideo, CDR-
campferol diglucosideo ramnosideo, CR- campferol ramnoglucosideo, A34- Acido 3,4-dicafeoilquinico dcido, A35- Acido 3,5-dicafeoilquinico
acido, A45- Acido 4,5-dicafeoilquinico acido



Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado de Minas gerais.

Compostos (g/kg peso seco)

Amostra I RG QG QdG QR CDR CR A34 A35 A45
MGBS1 0.70 1.13 0.54 0.64 0.43 0.12 0.07 1.24 1.36 0.37
MGBS1.2 0.18 0.39 0.17 0.25 0.11 0.11 0.00 0.74 0.72 0.24
MGM1 0.19 0.22 0.08 0.17 0.04 0.06 0.00 1.27 1.26 0.29
MGP1 1.56 0.72 1.32 0.62 0.49 0.00 0.24 0.00 7.57 0.72
MGP2 0.68 0.51 0.36 0.45 0.13 0.07 0.12 0.00 3.84 0.41
MGP2.2 1.45 0.83 1.17 0.58 0.62 0.08 0.25 0.00 5.67 0.44
MGP3 1.51 1.06 1.67 0.82 0.69 0.08 0.24 0.00 7.89 0.73

I-isomangiferina, RG-rutina glicosideo, QG-quercetina glucosideo, QdG- quercetina diglicosideo, QR- quercetina ramnogalactosideo, CDR- campferol
diglucosideo ramnosideo, CR- campferol ramnoglucosideo, A34- Acido 3.,4-dicafeoilquinico 4cido, A35- Acido 3,5-dicafeoilquinico 4cido, A45- Acido 4,5-
dicafeoilquinico 4cido.



Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas no estado em Sdo Paulo.

Compostos (g/kg peso seco)

Amostra I RG QG QdG QR CDR CR A34 A35 Ad45
SP1 1.38 1.64 0.72 0.47 1.02 0.29 0.78 0.00 17.26 1.19
SP2 1.43 1.36 0.38 0.32 0.76 0.09 0.17 0.00 15.64 1.07
SP3 0.84 0.86 1.50 0.63 0.74 0.09 0.32 0.00 14.17 0.64
SP4 0.19 0.33 0.18 0.11 0.21 0.07 0.17 0.00 3.06 0.17

SP4.2 0.34 0.53 0.42 0.22 0.45 0.13 0.38 0.00 4.83 0.40
SPS 0.38 0.56 0.42 0.20 0.11 0.13 0.42 0.00 5.19 0.46
SPS.2 0.29 0.87 0.32 0.28 0.46 0.20 0.38 0.00 4.25 0.30
SP5.3 0.25 0.54 0.19 0.16 0.31 0.12 0.27 0.00 3.45 0.25
SP5.4 0.48 1.00 0.25 0.28 0.49 0.17 0.31 0.00 4.45 0.34
SP6 2.05 1.33 1.08 0.48 1.21 0.27 0.84 0.00 27.46 1.47
SP7 0.27 0.40 0.18 0,15 0.25 0.09 0.16 0.00 4.94 0.34
SP8 0.16 0.20 0.27 0,14 0.16 0.05 0.00 0.00 2.76 0.16
SP9 0.44 0.00 0.77 0,93 0.23 0 0.18 0.00 4.60 0.25
SP9.2 0.22 0.18 0.10 0,08 0.13 0,03 0.08 0.00 1.55 0.10
SP9.3 0.58 0.33 0.41 0,24 0.48 0.07 0.25 0.00 8.87 0.48
SP9.4 0.38 0.32 0.42 0,22 0.31 0,07 0.29 0.00 5.54 0.39
SP9.5 0.19 0.14 0.15 0,09 0.17 0.00 0.13 0.00 2.77 0.16
SP10 0.27 0.22 0.15 0,11 0.17 0.08 0.16 0.00 5.59 0.34
SP10.2 0.21 0.18 0.12 0,09 0.14 0.06 0.14 0.00 4.08 0.22
SP10.3 0.78 0.78 0.29 0,25 0.49 0.14 0.30 0.00 15.71 0.75

I-isomangiferina, RG-rutina glicosideo, QG-quercetina glucosideo, QdG- quercetina diglicosideo, QR- quercetina ramnogalactosideo, CDR- campferol
diglucosideo ramnosideo, CR- campferol ramnoglucosideo, A34- Acido 3,4-dicafeoilquinico dcido, A35- Acido 3,5-dicafeoilquinico 4cido, A45- Acido 4,5-
dicafeoilquinico écido.



Compostos quantificados nas folhas de Coffea arabica coletadas na Costa Rica.

Compostos (g/kg peso seco)

Amostra I RG QG QdG QR CDR CR A34 A35 A45
CR1 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.68 0.23
CR2 0.16 0.11 0.11 0.10 0.00 0.00 0.11 1.68 2.48 0.48
CR3 0.17 0.23 0.21 0.16 0.07 0.08 0.15 1.17 3.23 0.58
CR4 0.47 0.06 0.05 0.05 0.00 0.00 0.21 1.10 2.12 0.46
CR5 0.42 0.24 0.18 0.12 0.12 0.07 0.16 1.61 3.70 0.54

I-isomangiferina, RG-rutina glicosideo, QG-quercetina glucosideo, QdG- quercetina diglicosideo, QR- quercetina ramnogalactosideo, CDR- campferol
diglucosideo ramnosideo, CR- campferol ramnoglucosideo, A34- Acido 3.,4-dicafeoilquinico 4cido, A35- Acido 3,5-dicafeoilquinico 4cido, A45- Acido 4,5-
dicafeoilquinico 4cido.



