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1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas depende de diversos componentes celulares e moleculares, deficiéncias nesse
processo podem levar a cicatrizagGes ineficientes, sendo o estresse oxidativo uma causa significativa em feridas
cronicas (Lawrence, 1994; Dissemond et al., 2002). O desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes resulta na
geracéo de radicais livres, causando danos teciduais (Colson & Grinstaff, 2012; Halliwell et al., 2004).

Os compostos bioativos presentes nos graos verdes de café neutralizam radicais livres e possuem atividades
antimicrobiana e antienvelhecimento (Affonso et al., 2016; Castro et al., 2018), especialmente os acidos
clorogénicos, devido as suas propriedades redutoras e estrutura quimica (Farah & Donangelo, 2006; Souza et al.,
2007). O café, do género Coffea, é um destaque no agronegocio brasileiro, com o Brasil liderando a producéo
global (Durén et al., 2016). No entanto, o processamento pos-colheita gera residuos significativos, como a polpa,
casca, mucilagem e graos defeituosos, que representam mais de 50% do fruto (Alves et al., 2017).

Assim, este projeto visa utilizar extratos de graos verdes de Coffea Arabica para melhorar a cicatrizacéo
de feridas. A partir da liofilizacdo do extrato e incorpora¢do numa formulacdo topica, pretende-se contribuir para
a qualidade de vida dos pacientes e minimizando os impactos ambientais associados a producao de café.

2. METODOLOGIA

2.1. Extracéao

Amostras de café verde Arabica (Coffea Arabica) foram obtidas com o Instituto de Tecnologia em Alimentos
(ITAL), moidas e armazenadas a -36 °C. A extracdo foi realizada segundo Navarra et al. (2017), e posteriormente
foram divididos em trés grupos: extrato puro, extrato com 5 % (p/p) de goma arabica e extrato com 5 % (p/p) de
maltodextrina. Em seguida, os trés grupos foram liofilizados em um liofilizador (Lyostar 3, SP Scientific). As
amostras foram congleadas a -40 °C por 4 horas e depois secas a vacuo a 100 mTorr. Durante as etapas de
secagem, os extratos foram de -40 °C a 20 °C, totalizando um periodo de 137 horas. A temperatura de colapso de
café é de — 20 °C (Bellows e King, 1972). Os extratos liofilizados foram dissolvidos em agua ultrapura para
avaliar atividade antioxidante, flavonoides, fendlicos e taninos totais.
2.2. Avaliago da atividade antioxidante in vitro dos extratos.

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelos métodos de Eliminacdo do Radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e Reducdo do Ferro (FRAP) (Brand-Williams et al., 1995; Pires et al., 2017).

O teste de DPPH foi feito segundo Pires et al. (2017), e os resultados foram expressos em porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) (Equacdo 1) e em ECsyo.
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Equacdo 1. % AA = (Abs Controle DPPH — Abs amostra) x 100
Abs Controle DPPH

O ensaio de FRAP foi realizado segundo Urrea-Victoria et al. (2016). Foi construida uma curva padréo de
acido galico (0 a 6 ug/mL), e os resultados foram expressos em mg equivalentes de &cido galico por grama de
amostra (mg EAG/g) e ECso.

2.3. Fendlicos totais

Para determinar o teor de compostos fenolicos foi utilizado o método Folin-Cicalteu, segundo Pires et al.
(2017). Construiu-se uma curva padrdo de acido galico (0 - 10 ug.mL™). O teor de substancias fendlicas foi
expresso em miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg EAG/ g de amostra).

2.4. Taninos

Para determinar o teor de taninos totais, utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteu segundo Shad et al. (2012). O
teor de taninos foi calculado em miligramas equivalentes de acido tanico por grama de amostra (mg EAT/Q)
usando a curva de calibracdo de &cido tanico (10-50 mg/mL).

2.5. Flavonoides

O teor de flavonoides foi realizo segundo Alves (2013) e os resultados foram calculados em miligramas
equivalentes de quercetina por grama de amostra (mg EQ/g) usando a curva de calibracdo de quercetina (5-80
pg/mL).

2.6. Desenvolvimento da formulacéo

Duas formulacGes foram desenvolvidas, sendo uma branca (sem extrato) e uma formulacdo contendo o
extrato de grdos verdes de café. Os géis foram elaborados com excipientes naturais aprovados pelo Instituto
Biodindmico de Desenvolvimento Rural (IBD), visando o minimo impacto ambiental. Foram utilizados 4 % (p/p)
de alginato de sodio, 0,6 % (p/p) de acido benzoico, 4 % (p/p) de glicerina, 0,1 % (p/p) de &cido citrico e dgua
(g.s.p 100 mL), e para o fitocosmético, utilizou-se 5 % (p/p) do extrato de graos verdes de café.

2.7. Anélise de estabilidade
A estabilidade das formulacg@es foi avaliada conforme o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da
ANVISA (2004). Para a estabilidade preliminar, caracteristicas macroscépicas como cor, odor, aparéncia,
separacdo de fases e pH foram analisadas por 15 dias consecutivos. A estabilidade acelerada foi realizada
segundo Cefali et al. (2019). Os testes foram realizados em triplicata. Para que a formulacdo seja considerada
estavel, as variacdes nos resultados ndo devem ultrapassar 10% (ANVISA, 2004).
2.8. Andlise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A analise estatistica foi feita utilizando o ANOVA de uma via
(p <0.05) e as amostras foram comparadas pelo teste de Tukey, através do software Graph Pad Prism (versdo
5.0). Os resultados foram expressos em média + desvio padréo e valores da concentracao inibitéria de 50% (ECso)
foram calculados utilizando o Prisma.

DPPH
3. RESULTADOS E DISCUSSAO 1597 B8 Exirato puro
a a a Bl Extrato com goma aral:_\ica
3.1. Andlise da atividade antioxidante 1001 B8 Extrato com maltodextring

A atividade antioxidante de compostos pode ser
verificada pelo método DPPH, que observa a reducdo do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil a 515 nm (Brand-
Williams et al., 1995). Todas as amostras exibiram boa Concentracdo (4 ma/mL)
atividade antioxidante pelo teste de DPPH em Figural: Atividade antioxidante no ensaio de DPPH dos extratos puro, com

tracdo de 4 mL iand tre 91.47 + 3.18 goma arabica e com maltodextrina. Os resultados sao apresentados como
concentracao de 4 mg/mL, varianao entre 91,47 £ 5, média + desvio padrdo, n=3. Letras iguais significam que ndo ha diferenga
a 9535 = 056 (Rz = 0,9938), sem diferenca

significativa entre elas pelo teste de Tukey (p <0,05) (Figura 1).

50

Atividade antioxidante (%)
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O ECsp corresponde a concentracdo do antioxidante que FRAP

induz 50 % de inibic&o do radical DPPH (Chen et al., 2013). 1501 = Exirato puro
Quanto menor o valor, melhor a atividade antioxidante. O | o e o
extrato puro teve o menor ECso, de 4,07 mg/mL, indicando 3 ° °
melhor atividade antioxidante. E  w

No ensaio de poder de redugéo do ferro (FRAP), maior .

absorbancia indica maior atividade antioxidante, expressa em
mg EAG/g amostra e em ECso. Houve diferen(;a Figura 2: Atividade antioxidante no ensaio de FRAP dos extratos puro, com goma
significativa entre 0 extrato puro e 0s extratos com  arabica e com maltodextrina. Os resultados s&o apresentados como média + desvio
carreadores (p <0,05), mas ndo enire os exiralos P03 Lets ol sonifcar ue o b rrce st e
com carreadores (Figura 2). por grama de amostra (mg EAG/Q).

A amostra com melhor atividade
antioxidante foi o extrato puro, com ECsp de 0,61 mg/mL e 98,596 + 0.395 mg EAG/g amostra. Esses valores séo
comparaveis aos de Affonso et al. (2016), que verificaram atividade antioxidante de 96,21 % para graos verdes
de café (Coffea arabica).

Tabela 1. Resultados dos testes de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP.

Concentracéo (0,8 mg/mL)

Amostras DPPH — 4 mg/mL FRAP — 0,8 mg/mL
AA (%) ECso (mg/mL) mg EAG/g ECso (mg/mL)
Extrato puro 95,355 * 0,562 4,07 98,596 * 0,3952 0,61
Extrato com 95,166 + 0,16° 4.10 71,755 + 1,349 074
goma arabica
Extrato com 91,469+ 3,18 5,08 74,262 + 1,034 0,60

maltodextrina

Os resultados sdo apresentados como média * desvio padrdo (n=3) e o valor de ECso. As letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre as amostras de acordo com ANOVA de uma via (p <0,05) e Teste de Tukey.

3.2. Fendlicos totais

Os compostos fenodlicos compdem uma das principais classes de metabdlitos secundarios das plantas. A
caracteristica comum desses compostos é um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas (Robards et al., 1999).
O mecanismo de acdo deve-se a sua estrutura quimica, sequestrando radicais livres e atuando como antioxidante
(Pires et al., 2017).

Os resultados para os fenolicos totais estdo Fendlicos
representados na Tabela 2. Obteve-se R? = 0,9919 1501
para a curva padrdo. A maior quantidade foi
observada na amostra de extrato puro, com 98,74 +
2,13 mg EAG/g, com diferenca significativa de todas
as outras amostras pelo teste de Tukey (p <0,05).
Entretanto, as amostras com goma arabica e
maltodextrina ndo tiveram diferenca significativa )
(Figura 3) Concentracéo (1,5 mg/mL)

Estes valores estdo em consonancia com 0s
Figura 3 - Ensaio de Fenodlicos dos extratos puro, com goma arabica e

resultados  obtidos por estudos  anteriores que com maltodextrina. Os resultados sdo apresentados como média + desvio

apresentaram 104,3 mg EAG/g para o café cru padréo, n=3. Letras iguais significam que nao hé diferenca significativa
. entre as amostras. Os resultados séo representados em miligramas
(Abdeltalf etal, 2018)' equivalentes de &cido galico por grama de amostra (mg EAG/g).

B Extrato puro
a I Extrato com goma arébica
B Exirato com maltodextrina

mg EAG/g

3.3. Taninos totais
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Para o teste de taninos totais, o valor maximo obtido

Tanines

foi de 0,3462 + 0,07 mg EAT/qg, referente a amostra com 057 4
. ~ Bl Extrato puro
extrato puro. Os resultados obtidos estéo representados na 0.4 BB Extralo com goma arabica
Tabela 2. Obteve-se R2 = 0,9946 para a curva padrio. E-"‘ 03] b W Exrato com maltodextrina
As amostras demonstraram diferenga significativa = 0z .
entre si (p <0,05) (Figura 4). Os valores de taninos obtidos 0.1 .
por Lima et al. (2012) através de diferentes métodos e a 0.0

LN . C tracdo (1 /mL
variagio foi de 41,48 + 0.05 a 64,35 + 0,03 mg/L. oncentragdo (1 mg/mL)
Figura 4 — Ensaio de Taninos dos extratos puro, com goma arabica e com

3.4. Flavonoides . . . maltodextrina. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo, n
Os flavonoides sdo o grupo de fendis mais =3. Letras iguais significam que néo hé diferenca significativa entre as
. .. amostras. Os resultados s&o representados em miligramas equivalentes de
encontrados_ em plantas com alta _ef_lcgua ant|OX|_dante. cido tanico por grama de amostra (mg EAT/g).
Seu mecanismo de acdo e pela inibicdo da oxidacdo Flavenoides
lipidica iniciada por metal e formagdo com ions complexos
(Abdeltaif et al., 2018). Os teores encontrados estdo
representados na Tabela 2. Obteve-se R2 = 0,9915 para a curva
padrdo. A amostra que apresentou o teor mais elevado foi o
extrato puro, com 2519 = 3,49 mg EQ/ g amostra,
apresentando diferenca significativa das demais amostras (p
<0,05), enquanto as amostras com goma ardbica e
maltodextrina ndo apresentaram diferenca significativa entre
si. Os resultados obtidos com o extrato puro foram maiores  Figura 5 - Ensaio de Flavonoides dos extratos puro, com goma arébica e
aos publicados por Kreichergs et al. (2018) com o grdo do com maltodextrina. Os resultados séo apresentados como média + desvio
i j ) padréo, n =3. Letras iguais significam que ndo ha diferenca significativa
café, que obteve aproximadamente de 18 a 105 mg entre as amostras. Os resultados s&o representados em miligramas
EQ/100g, fato este que ressalta mais uma vez a importancia equivalentes de quercetina por grama de amostra (mg EQ/g).
de se aproveitar esses subprodutos que sdo descartados.

Tabela 2. Resultados dos testes de Fendlicos totais, Taninos e Flavonoides
Fenolicos — 1,5 Taninos totais — 1 Flavonoides — 10

B Extrato puro
B Exirato com goma arabica
Bl Exirato com maltodextrina

mg EQ/g

Concentracédo (10 mg/mL)

Amostras mg/mL mg/mL mg/mL
EAG/ g EAT/ g EAQ/ g
Extrato puro 98,74 £ 2,132 0,34 £0,0072 27,19 + 3,492
Extrato com goma aréabica 44,07 + 0,65° 0,19 +0,006° 5,87 +2,01°
Extrato com maltodextrina 48,47+ 2,14P 0,14 + 0,007¢ 5,99+ 3,89°

Os resultados séo apresentados como média + desvio padrao (n=3). As letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre as amostras de acordo com ANOVA de uma via (p <0,05) e Teste de Tukey.

3.5. Desenvolvimento da formulacéo e analise de estabilidade

O extrato puro foi escolhido devido aos melhores resultados. O gel branco tinha leve coloragdo amarelada
e odor caracteristico, enquanto o gel com extrato de café apresentou tonalidade marrom leve. Ambos o0s géis
mantiveram pH (5,65 e 5,68), densidade (1,03 g/mL e 1,04 g/mL) e viscosidade (45990 cP e 42590 cP) estaveis
(ANVISA, 2004). Apos centrifugacdo a 3000 rpm por 30 minutos, ndo houve separacao de fases. As formulacdes
brancas mantiveram cor e odor por 90 dias, mas precipitados surgiram apds 10 dias a temperatura ambiente, com
e sem exposicdo a luz. O pH, viscosidade e densidade permaneceram estaveis com variacdes menores que 10%.

Os géis com extrato escureceram na camara climatica (45 = 2 °C) ap06s 14 dias, tornando-se liquidos e
com odor mais forte devido a reacdes de decomposicao (Schueller, 2005). A temperatura ambiente, escureceram,
exceto os na geladeira. O pH e densidade foram estaveis por 90 dias, com variacdes menores que 10%, mas a
viscosidade variou mais de 10%, indicando que o extrato de café afeta significativamente a viscosidade
(ANVISA, 2004).

4, CONCLUSOES
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Os graos de café verde apresentaram resultados satisfatorios de atividade antioxidante, compostos
fenolicos, taninos e flavonoides. Entretanto, a utilizacdo de carreadores na liofilizagdo ndo demonstrou melhoria
significativa na atividade antioxidante e ndo foi observada prote¢do dos bioativos do café, os quais tiveram
melhores resultados com o uso do extrato puro. A formulagdo com o extrato obteve boa estabilidade, com excec¢ao
da viscosidade, apresentando potencial de utilizag&o para processos cicatrizantes.
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