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RESUMO

Dentre as vérias espécies de café, Coffea arabica L. destaca-se pela sua ampla
importancia comercial relacionada ao consumo da bebida e a producdo de 6leo. O
grao de café possui grande quantidade de compostos fendlicos bioativos -
destacando-se os com atividade antioxidante e fotoprotetora - e apds a extracdo do
Oleo ha sobra de grande quantidade de subprodutos, denominado torta. O objetivo
desse trabalho é produzir um extrato a partir da torta de café selecionando o melhor
solvente extrator, avaliando o teor de compostos fendlicos e o potencial antioxidante,
para o emprego como ativo cosmético em formulacfes desenvolvidas, com andlise in
vitro para quantificacdo do Fator de Protecéo Solar (FPS) dessas. Os extratos foram
previamente produzidos por sonicagéao utilizando solventes de diferentes polaridades,
e 0 extrato escolhido foi produzido em maior escala por maceracdo e realizado
também extracdo exaustiva com o solvente escolhido (extrato etandélico 70%, v/v). Na
determinacao do teor de fendlicos totais foi utilizado o método com o reagente Folin-
Ciocalteu. Foi avaliado também o rendimento (m/m) dos extratos e atividade
antioxidante pelo método do radical DPPH. O extrato apresentou boa atividade
antioxidante e alto teor de compostos fenolicos em comparagdo com outras plantas

consideradas referéncias nessas propriedades.

Para o preparo das formulacdes foram utilizados matérias primas aprovadas
pela ANVISA, e as quantidades dos filtros solares quimicos empregados para
obtencédo de Fator de Protecdo Solar (FPS) tedrico proximo de 30, utilizou-se como
ferramenta o BASF - Sunscreen Simulator. As formulas desenvolvidas e preparadas
foram analisadas com o equipamento Optometrics SPF 290S, capaz de fazer a
determinacdo do FPS por anélise “in vitro”. A preparacdo selecionada foi a que

apresentou FPS adequado pela analise “in vitro” e sensorial mais leve, visto que a



intencdo era pra uso facial. O extrato escolhido foi utilizado em creme base sem e
com filtros solares sintéticos, nas concentracdes de 0,3; 1 e 5%. Os resultados obtidos
mostraram gue nessas concentracdes 0 extrato utilizado no creme base, isento de
filtros solares sintéticos, ndo apresentou atividade fotoprotetora consideravel.
Entretanto, quando utilizado em conjunto com os filtros solares sintéticos, houve
significativo aumento do FPS.

Palavras chave: residuo agroindustrial, Coffea arabica L., antioxidante, fendlicos.
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1. INTRODUCAO
Cultivado no Brasil pela primeira vez no século XVIII, o café hoje € uma das
principais commodities agricolas do pais. Grande parte da producdo é consumida pelo
mercado interno, principalmente como bebida, sendo que o pais é o maior produtor e
exportador mundial de café e possui 0 segundo maior mercado consumidor global em
volume, ficando atras apenas dos Estados Unidos (ABIC, 2013).

Por possuir uma série de compostos bioativos, como cafeina e acidos
fendlicos, o café passou a ser utilizado com outras finalidades, como por exemplo para
uso cosmético, o qual utiliza comumente o Oleo de café verde, principalmente da
espécie Coffea arabica L., obtido a partir da prensa de grdos ndo torrados
(FERNANDES et al, 2003; ABRAHAO et al., 2010; TURATTI, 2001).

O 6leo do café possui comprovadamente uma grande quantidade de
compostos bioativos, que apresentam diversas aplicabilidades na éarea da saude
(TURATTI, 2001; KUSKOSKI et al., 2006). Os graos contém apenas 13% em Oleo fixo.
Desta forma, apds a extracdo das sementes de café por alta presséo, é obtida uma
significativa quantidade de residuo, denominado torta, descartada apds esse
procedimento (TURATTI, 2001). Sendo assim, este trabalho tem por objetivo estudar

compostos de interesse presentes na torta de semente de C. arabica.

Grao de café C. arabica Torta de C. arabica

Figura 1. Gréo e torta de café verde (C. arabica).



13

Em pleno século XXI, notamos uma iminente preocupacdo com o destino e
reaproveitamento de residuos industriais e para a torta obtida apos extracdo do 6leo
do café ndo deve ser diferente. Dai a importancia da tentativa de se utilizar esses
subprodutos na obtencado de ativos cosméticos, o que evitaria problemas ambientais,
poderia gerar uma nova fonte de renda a populacao das regides produtoras, agregaria
valor a essa commodity, sem contar no beneficio que pode propiciar a satde humana
através da utilizacdo dos cosméticos obtidos (VEGRO; CARVALHO, 1994).

Os compostos fendlicos tém-se apresentado como inibidores da oxidacéo
lipidica - j& que podem doar H* ou elétrons - e da enzima lipoxigenase “in vitro”,
(SOUSA et al., 2007; WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999) o que levou grande atencao
a eles nas ultimas décadas. Os lipideos dos alimentos sofrem uma série de reacdes
— sendo as oxidativas as principais - que podem culminar na formacao de outros
compostos que afetam o seu valor nutricional e caracteristicas organolépticas, além
de poderem ser toxicos (HSIEH; KINSELLA, 1989; DONNELLY; ROBINSON, 1995).
Ainda muito importante € a capacidade dos acidos fenolicos funcionarem como
sequestradores de radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciacdo quanto no desencadeamento do processo oxidativo
(WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999, PRIOR; CAO, 2000). Outra vantagem é que 0s
produtos intermediarios formados pela a¢do dos desses sao relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromético presente nessas estruturas (CHUN et al.,
2005; HASLAM, E.,1996; SOARES, S. E., 2002).

No café, além dos compostos fendlicos contribuirem para sabor e aroma, eles
também apresentam propriedades farmacolégicas e fisioldégicas importantes, como a
atividade antioxidante, o que vai de acordo com o que Sun et al (2002) afirmaram,

demonstrando que em muitos frutos essa atividade se deve principalmente aos
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fendlicos (Abrahdo et al, 2010) e que tem acdo também na prevencdo do
fotoenvelhecimento, pois sdo capazes de inibir processos de degradacdo da pele
causados pela radiacdo ultravioleta.

Resultados com testes in vitro em microssomas de figado de rato mostraram
gue o acido cafeico — um dos mais importantes acidos fendlicos e que faz parte do
acido 5-cafeoilquinico - tém acao de inibicdo da peroxidacdo e oxidacao induzidas
(SOARES, S. E., 2002; SOUSA et al., 2007; PULLA REDDY; LOKESH, 1992). Devido
a essas propriedades, os extratos das plantas que os contém sdo muito utilizados em
cosméticos para beneficiar a pele, o que leva, além de outros, ao uso para protecéo
do envelhecimento precoce da pele. Uma maneira eficiente de prevenir esse
envelhecimento é proteger-se do dano acumulativo produzido pela exposicdo a luz
ultravioleta com consequente formacdo e acdo deletéria dos radicais livres. A
associacao racional de substancias com atividade antioxidante e fotoprotetora seria,
desta forma, ideal para beneficiar e proteger a pele. Para essa funcao, extratos de
plantas ricos em compostos fendlicos tém se mostrado muito eficazes (CUNHA et al.,
2004; MAGALHAES, 2000).

Dentre os principais polifendis presentes no café, destacam-se os acidos
fendlicos, principalmente os denominados acidos clorogénicos (ACG). Fazem parte
desta familia ésteres formados por derivados do acido trans-cinamico com o acido
guinico. Dessa maneira, 0s ACG podem ser classificados de acordo com a identidade
dos derivados do acido trans-cinamico, numero e posicao dos residuos acila. O grupo
mais comumente encontrado na natureza é o acido cafeoilquinico, e dentro deste o
composto majoritario € o 5-cafeoilquinico (maior fonte no café). Por esse motivo ele é
0 mais conhecido e utilizado diversas vezes como fonte de muitos estudos. Nesse

trabalho o acido 5-cafeoilquinico sera utilizado como sinénimo de &cido clorogénico
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(DE MARIA; MOREIRA, 2004). Na Figura 2 estdo apresentadas algumas estruturas

dos compostos presentes no café e seus subestruturas.

oH

o !T CH=——cH Y oM
S
HC=C

m
A

Figura 2. Estrutura dos isbmeros do ACQ e AFQ: a) acido trans-cinamico; b) D-(-)-
acido quinico; c¢) acido cafeico; d) acido ferulico e ) R = OH, acido 5-cafeoilquinico,
R = CHs, acido 5-feruloilquinico. A esterificacdo também é possivel nos atomos do

carbono 3 e 4 do acido quinico. Fonte: DE MARIA; MOREIRA, 2004

2. OBJETIVO
O objetivo desse trabalho foi produzir um extrato a partir da torta de Coffea

arabica L. selecionando o melhor solvente extrator, avaliando o teor de compostos
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fendlicos e o potencial antioxidante para emprego como ativo cosmético em
formulagbes desenvolvidas, com analise “in vitro” para determinacdo do FPS dessas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Equipamentos

Balanca semi-analitica GEHAKA® modelo BG 200 (max 200g; min 0,025g; d =
0,0001g). Balanca analitica MARTE® modelo AY220 (Max 220g; min 0,01; d=0,001).
Rota evaporador: IKA-DEST® modelo KV 05S3, com banho de aquecimento
QUIMIS®, banho ultratermostatizado (refrigeracdo) QUIMIS® modelo Q214Ms3.
Balanca com infravermelho (LP11 - METTLER®). Espectrofotémetro UV/Vis (Hitachi
U-2001). Estufa Quimis®. Geladeira Consul®. Optometrics (SPF-290S). Pipetadores
automaticos com volume variavel (Agipette®). SpeedVac Concentrator. THERMO
SCIENTIFIC® modelo Savant SPD131DDA.
3.1.2 Solventes e reagentes

Solventes grau P.A. marcas Qhemis® e Synth®; agua obtida a partir de osmose
reversa. Acido clorogénico (Sigma-Aldrich®); Acido galico (Sigma-Aldrich®). Cafeina
(Sigma-Aldrich®). Carbonato de sédio. Placas em aluminio cobertas com silica gel
(Sigma-Aldrich®) (20 x 20 cm). Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH, Sigma-
Aldrich®). Reagente Folin-Ciocalteau (Imbralab®).
3.2 Obtencao do material vegetal

A torta resultante da extracdo de 6leo de café foi cedida pela Cooperativa de
Cafeicultores Cooxupé, localizada em Guaxupé-MG. O material vegetal utilizado era
proveniente de colheita realizada no més de marco de 2011, ap0s prensagem e
retirada do 6leo. Esse material foi armazenado em geladeira com temperatura de

aproximadamente 5°C.
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3.3 Perda por dessecacéo

A perda por dessecacéo, a qual determina a quantidade de substancias volateis
e agua eliminadas nas condicfes especificadas, foi realizada utilizando-se o método
gravimétrico e o de balanca por aquecimento com radiacdo infravermelha. Foram
colocadas trés amostras de aproximadamente 1 g do material vegetal (torta de C.
arabica) seco e pulverizado em liquidificador por cerca de 10min, em pesa-filtros
diferentes. Estas foram colocadas em estufa com circulacdo de ar entre 105-110° C
durante 3 h, colocadas para esfriarem até temperatura ambiente em dessecador e
pesadas, repetindo-se o processo até que tivessem seu peso constante (BRASIL,
2010). Os resultados da perda por dessecacdo foram calculados através da relagéo
entre massa inicial e final (%, m/m).

Para o método de balancga por aquecimento com radiacdo infravermelha, foram
pesados - em triplicada - aproximadamente 2,0 g da material vegetal e submetidos a
radiacdo infravermelha (105° C) durante 90 min (INFRATEST). Os resultados foram
apresentados pelo préprio equipamento em % (m/m).

3.4 Secagem e moagem da torta

Todo o material vegetal utilizado nesse trabalho foi seco em estufa com
circulacdo de ar a 40°C até massa constante (aproximadamente 4 h) e pulverizada
em liquidificador comum por cerca de 10 min.

3.5 Granulometria

Foi realizada a analise granulométrica e célculo do tamanho médio de particula
(TMP) de todo material vegetal, ja que a apresentacao da droga vegetal pode interferir
no teor de fendlicos presentes no extrato (NACZK; SHAHIDI, 2004). Cerca de 300g
desse material pulverizado em liquidificador comum foi colocado no primeiro tamise

de um conjunto de 6 tamises (com orificios de 600 mm, 250 mm, 180 mm, 125 mm,
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75mm e 63 mm) e agitados pelo equipamento vibratério durante 15 minutos com
agitacdo média. Ao final do processo foi pesado o po6 retido em cada tamise (%, m/m)
e realizado a analise granulométrica, para determinacédo do tipo de pd. Para tal, foi
usado o seguinte calculo de acordo com a equacéao 1 (BRASIL, 2010):

% Retida pelo tamis = P1/P2x 100 Equagéo 1
onde:
P1= Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas)
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas)
100 = Fator de porcentagem

Para o calculo do TMP foi utilizada a equacéo 2:

TMP = ¥ (%retencao x abertura média das malhas) / 100 Equacéo 2

A abertura média das malhas corresponde a média aritmética simples entre a
abertura do tamise o0 qual as particulas passaram e a abertura do tamise que estas
ficaram retidas. O tamise de abertura de 600 um foi utilizado apenas para realizacéo
do calculo.

3.6 Selecao do solvente extrator

Foram realizados testes de extragao da torta de C. arabica com solventes de
diferentes polaridades, baseando-se no encontrado na literatura para melhor extracéo
de fendlicos (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Esses extratos foram produzidos por sonicacao utilizando etanol 70 e 80% e
metanol 60 e 80% (v/v). Em triplicata, para cada 1,00 g de material vegetal foram
utilizados 15 mL de solvente extrator em um tubo de ensaio, em 3 etapas de 5 mL no
ultrassom por 20 min cada — relacdo material vegetal: solvente 1:15 no total (m/v). As

solucbes extrativas foram filtradas e secas em SpeedVac®. Foi entdo realizado
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doseamento de compostos fendlicos e ensaio com o radical DPPH dos respectivos
extratos secos.

Considerando-se os resultados do teor de fendlicos e da avaliacdo da atividade
antioxidante, além do custo, aspectos ambientais, toxicidade e a finalidade proposta,
foi escolhido o melhor solvente extrator para utilizacdo do respectivo extrato em um
fitocosmético.

3.7 Extracao exaustiva utilizando etanol 70% (v/v)

Para se determinar a maxima quantidade de compostos fendlicos que poderiam
ser extraidas pelo etanol 70% (v/v), foram realizadas 6 extracbes sequenciais no
mesmo material, em triplicata: para cada 1,00 g de material vegetal foram utilizados 5
mL de etanol 70% (v/v) em um tubo de ensaio no ultrassom por 20 min. As solugdes
extrativas das 3 primeiras etapas foram unidas formando um uUnico extrato (123T) e
todas foram secas em SpeedVac®. Foi entdo avaliado rendimento e realizado
doseamento de compostos fendlicos dos respectivos extratos secos e verificado a
porcentagem relativa desses compostos em cada etapa de extracao: 123T, 4T, 5T e
6T.

3.8 Preparo do extrato etandlico 70% em maior escala

ApoOs realizacdo da secagem, pulverizacdo e da analise granulométrica, foi
realizada extracdo de 300 g da torta de café através do método de maceracdo com
etanol 70% (v/v) e aquecimento de 40°C. A relacédo entre droga vegetal e solvente
extrator foi de 1:15, baseando-se nos resultados obtidos na extragdo por ultrassom.
Houve troca de solvente extrator e agitacdo ocasional. Toda solucdo extrativa foi
filtrada em papel de filtro, concentrada em rotaevaporador a 45°C para retirada do

etanol e depois liofilizadas. O extrato seco foi armazenado em frasco de vidro ambar
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e colocado no refrigerador a cerca de 2°C. A figura 3 descreve com detalhes como foi

feito o procedimento de extracéo.
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Figura 3. Extracdo por maceracao da torta de café com etanol 70%.

3.9 Anadlise do extrato da torta de sementes de C. arabica (Eet70)

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

por

Preliminarmente as analises foram realizadas em placas de vidro de silica gel

(20 x 20 cm x 0,25 mm) com o Eet70 de C. arabica utilizando como fase madvel

diferentes misturas de solventes. Apos determinadas as condi¢cdes de fase movel,

onde o fator de retencdo (Rf) estava entre 0,2 e 0,8, foram utilizadas placas de

aluminio cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®). As condi¢cdes cromatograficas

gerais com as placas de aluminio foram: silica gel 60G, (20 x 20 cm x 0,25 mm);

ativacdo a 110° C por 1 h. Escolheu-se como padrdes para as analises a cafeina,

acido clorogénico e acido cafeico na concentracéao de 15 mg/mL e a solucéo do Eet70

na concentracao de 20 mg/mL.
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A fase movel utilizada para a andlise da cafeina foi acetato de etila: metanol:
agua (85:10:5, v/v) e como reveladores o reagente de Dragendorff e acido sulfdrico
10%.

A fase movel utilizada para analise do acido clorogénico foi acetato de etila:
acido formico: acido acético glacial: agua (72:5:5:8) (v/v). Para o acido cafeico foi
utilizada fase movel acetato de etila: acido acético glacial: hexano (90:5:5, v/v). Para
ambos foi utilizado como revelador o reagente de NP-PEG. (WAGNER; BLADT,
1996).

3.10 Doseamento de compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais (FT) dos extratos secos foram
determinados segundo adaptacdo do método descrito por Singleton & Rossi (1965) ,
Singleton (1999) e Waterhouse (1999) , utilizando o reagente Folin-Ciocalteau e
curvas analiticas de &cido galico, e clorogénico. Os extratos foram solubilizados em
metanol em diferentes concentragdes: 470 pg/ml (metanol 60%); 445 pug/ml (metanol
80%); 426 pg/ml (etanol 70%); 400 pg/ml (etanol 80%) e 1000 pg/ml (Eet70). 20 uL
da solucéo dos extratos foram adicionados a 100 pL do reagente Folin-Ciocalteau e
580 uL de agua deionizada em eppendorf de 2 mL. Apés 8 min, foram adicionados
300 pL de solucao de carbonato de sodio (Na2COs) a 20 %. Os tubos foram agitados,
adicionados de 1000 pL de agua deionizada e deixados em repouso a temperatura
ambiente durante 2 horas. Em seguida, as absorbancias das amostras foram medidas
em espectrofotdmetro (UV/Vis Shimadzu 1603 e 1800) a 760 nm. Como branco
utilizou-se metanol, adicionando-se apenas 20 pL deste solvente ao invés dos
extratos. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos em mg de compostos fendlicos totais equivalentes ao acido galico ou acido

clorogénico (para o Eet70) por g de extrato e g de torta.
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3.11 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos através do ensaio pelo
radical DPPH
A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada com o uso do radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH), segundo método descrito por Mensor et al. (2001) e Falcéo et
al. (2006), com modificacbes. Exatamente 1,0 mL da solu¢cdo aquosa dos extratos,
nas concentracdes de 7,0 pg/ml (metanol 60%); 6,65ug/ml (metanol 80%); 6,2 pg/ml
(etanol 70%); 6,0 pug/ml (etanol 80%), foi adicionado a 2,5 mL de solugéo etandlica de
DPPH 0,004% (m/v). As soluc¢des foram mantidas ao abrigo da luz e apos 30 min foi
determinada a absorbancia em 515 nm. Foi usado como branco solu¢do contendo
apenas 1 mL de agua e 2,5 mL da solucdo etandlica de DPPH a 0,004% (m/v). Todo
0 experimento utilizando o radical DPPH foi realizado em triplicata para cada amostra.
A média das absorbancias destas foi usada para o célculo da porcentagem de inibicdo

do radical DPPH (% de inibicdo) (MOLYNEUX, 2004):

% de inibi¢io do radical DPPH = R4 i)
Amax  Equacdo 3

Onde:

AMax é a absorbancia do DPPH em 515nm na auséncia de amostra (branco).
ATeste é a absorbancia do DPPH em 515nm na presenca de amostra.

O ensaio também foi realizado, posteriormente, usando a vitamina C como
padrao antioxidante, em diferentes concentra¢cdes (0,5 a 5 pg/mL) e com o Eet70, em
concentracdes (0 a 25 pg/mL).

Utilizando os resultados obtidos, foi feita uma curva de concentracao versus %
de inibicdo de DPPH e, entdo, calculado a quantidade de vitamina C e Eet70

necessarios para inibicdo de 50% dos radicais DPPH em solucao (Clso).
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3.12 Desenvolvimento de formulacéo para adicdo do Eet70

As formulacdes nas quais seriam incorporados os extratos foram desenvolvidas
baseando-se na selecdo de componentes pouco oleosos, e cuja aplicacao resultasse
em sensorial leve e seco, visto que o intuito era obter produtos para uso facial diario.
Neste sentido, optou-se também pelo desenvolvimento de emulsfes do tipo 6leo em
agua (O/A).

Portanto, foram desenvolvidas 3 formulas (A, B, C), com diferentes
componentes e concentracdes de fotoprotetores sintéticos, respeitando-se os padrdes
brasileiros. O Fator de Protecdo Solar (FPS) desejado foi calculado a partir do BASF
Sunscreen Simulator - um simulador de FPS disponibilizado pela BASF — para que se
obtivesse produtos com FPS proximo de 30. O FPS determina o grau de protecéo
solar contra a queimadura. As formulagfes foram feitas primeiramente sem o extrato
Eet70 para avaliar e comparar seus aspectos sensoriais e de estabilidade, segundo a

tabela 1 a seguir (Anvisa, 2006).
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Tabela 1. Composicado das formulacdes desenvolvidas e funcdo principal de seus

componentes.
Internacional Nomenclature Cosmetic Ingredients* % (m/m)

(INCI name) Funcéo A B C
Helianthus annuus [Sunflower] Agente emulsificante 3,5 4,0 4,0
Seed Oil (and) Polyacrylic Acid

(and) Xylitol Sesquicaprylate
(and) Glyceryl Stearate (and)
Euphorbia Cerifera [Candelilla
Cera] Wax (and) Sodium
Hydroxide
C12-15 Alkyl Benzoate Solubilizante/emoliente 3,0 3,0 3,0
Dibutyl adipate Solubilizante/sensorial leve 3,0 3,0 3,0
Bis-EthylhexyMetoxyphenyl Filtro solar UVA/UVB 3,0 2,0 1,0
Triazine
Methylene Bis-Benzotriazolyl Filtro solar UVA/UVB 6,0 4.0 1,0
Tetramethylbutylphenol
Ethylhexyl triazone Filtro solar UVA/UVB 3,0 2,0 3,0
Glycerin Solubilizante/umectante 3,0 3,0 3,0
Phenoxyethanol Antimicrobiano 0,5 0,5 0,5
Disodium EDTA Sequestrante de metais 0,1 0,1 0,1
Xanthan Gum Espessante hidrofilico 0,1 0,1 0,1
Cetilfosfato de K Agente emulsificante 0,8 0,8 0,8
Octyl methoxycinnamate Filtro solar UVA/UVB 6,0 2,0 -
Cyclomethicone (and) Sensorial - 1,2 -
Dimethicone Crosspolymer
Acrylates Copolymer Estabilizante - - 2,0
Hydroxypropyl Guar Espessante hidrofilico - - 0,3
Aqua g.s.p Solvente 100,0 100,0 100,0

* European Comission - Health and Consumers, 2014

Depois de escolhida a formulacédo que seria utilizada, foi adicionado Eet70 da

torta de C. ardbica L. em quantidade de 0,3; 1,0 e 5% (m/m), quantidades que séo
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usualmente utilizadas, (CAMPOS; FRASSON, 2011; GETTENS; FRASSON, 2007)
para verificar se o extrato era capaz de potencializar o FPS em conjunto com os filtros
solares sintéticos. A escolha também baseou-se no valor de Clso obtido no teste de
atividade antioxidante do Eet70 no ensaio utilizando o radical DPPH. Também foi
manipulada uma formulacéo base sem os filtros solares quimicos e sem o Eet70, e
outra formulacdo base recebeu apenas o Eet70, para verificar se a presenca do
mesmo poderia determinar um valor de FPS e se a formulacdo base também poderia
influenciar positivamente o FPS.

A preparacao das formulagdes seguiam uma mesma metodologia, na qual a
fase com os componentes oleosos era devidamente aquecida a 70°C e quando
resfriada era adicionado o agente emulsificante. Depois, a fase aquosa aquecida era
vertida lentamente e com agitacao vigorosa sobre a fase oleosa. O Eet70 a 1% foi
adicionado na fase aquosa das formulacdes e também ao final destas, apds ser
solubilizado em pequena quantidade de agua, visando completa solubilizacdo e
homogeneizagao no produto final, para verificar se o aquecimento a 70°C seria capaz
de degrada-lo e causar diminuicdo do FPS, ou se havia problema de dissolucdo
guando fosse incorporado apés a formulacao estar pronta.

3.12.1 Determinacao do FPS

Foi utilizado o aparelho Optometrics SPF 290S para avaliar o fator de protecao
solar da formulag&o escolhida sem e com o extrato etandlico 70% (v/v) de C. arabica
em diferentes concentracdes. A medicdo do FPS foi realizada segundo o protocolo do
fabricante. No suporte contendo a fita Transpore® (50 cm?2), foram aplicadas 110 mg
das formulagées, para formacéo de um filme uniforme de 2 mg/cm?. Foram deixadas
para secar durante 15 minutos. Em seguida as amostras foram colocadas no aparelho,

onde estiveram submetidas a incidéncia de radiacdo ultravioleta - advinda de uma
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lampada de Xenonio - na faixa de comprimento de onda de 290 a 400nm. As leituras
foram repetidas doze vezes pelo aparelho, em diferentes pontos da fita, e o fator de
protecdo monocromatica para cada um dos comprimentos de onda (intervalos de
5nm) é obtido e utilizado pelo software WIN SPF para calcular o valor de FPS, com o

respectivo desvio padrao (Optometrics - SPF Analyzer, 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Perda por dessecacao

Pelo método gravimétrico as massas obtidas apos a secagem da torta de C.
arabica foram: 0,915 g (perda de 8,5%, m/m); 0,908 g (perda de 9,2%, m/m); 0,910 g
(perda de 9,1%, m/m). A média obtida da perda por dessecacao da torta de C. arabica
foi de 8,9%.

Os resultados obtidos pelo método da balanca com radiacéo infravermelha sédo
calculados e gerados diretamente pelo equipamento, e os valores apresentados foram
de: 8,1% (m/m); 8,3% (m/m); 8,2% (m/m). A média da perda por dessecacdo pelo
método de dessecacédo por infravermelho foi de 8,1%.

Os resultados encontrados pelo método gravimétrico e pelo método em balanca
com aquecimento por infravermelho foram muito préximos, 8,9 e 8,1%,
respectivamente. Ambos os resultados estdo dentro do limite maximo aceitavel de
umidade para drogas vegetais, que é de 14%. Isso indica que a droga vegetal possui
gualidade aceitavel, uma vez que alto teor de 4gua favorece a acao de enzimas, além
de possibilitar o desenvolvimento de microrganismos, alterando assim, a composi¢céo

natural do material vegetal. (SIMOES et al., 2007).
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4.2 Granulometria
Foi determinado o percentual de pé retido em cada tamis, utilizando-se cerca
de 300 g de torta de C. arabica, que representava toda droga vegetal utilizada nesse

trabalho. Os resultados estédo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Analise granulométrica de torta de sementes de C. arabica.

Numero  Orificio Massa Porcentagem (%, Abertura (% retida x
do tamis do
(ABNT/  tamis retida (g) m/m) média das abertura

ASTM) (1um)
malhas (um) média das

malhas) / 100

30 600 0,00 0,0 - -
60 250 1,83 0,61 425 2,59
80 180 5,62 1,88 215 4,04
120 125 111,8 37,7 152,5 57,5
200 75 166,3 55,7 100 55,7
230 63 8,02 2,67 69 1,84
Coletor - 4,24 1,44 31,5 0,44

Final 297,8 100 122,1
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Figura 4. Grafico de barras de distribuicdo do material vegetal em diferentes tamises.

De acordo com a porcentagem obtida, podemos classificar a apresentacao do
material vegetal de C. arabica utilizada para obtencdo dos extratos como fino (aquele
cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamise com abertura nominal de
malha de 180 mm), pois apenas 7,45 g (2,5%) do material vegetal ndo passou pelo
tamise de abertura 180 um. Além disso, o tamanho médio de particula foi de 122,1
um. Esses dados sdo importantes pois a composi¢cao da solugao extrativa obtida
depende, entre outros fatores, do tamanho das particulas da droga vegetal utilizada.
Isso se aplica também aos compostos de maior interesse nesse trabalho, os fendlicos,
pois interfere diretamente na velocidade de dissolucdo destes. (NACZK; SHAHIDI,
2004; BACCARIN et al, 2009).
4.3 Escolha do solvente extrator

A extracdo dos compostos fendlicos de materiais vegetais variam de acordo
com sua composi¢cdo natural, método extrativo, tamanho da amostra, tempo e as
condicdes de estocagem, e pela presenca ou ndo de interferentes. Além disso, sabe-

se que a solubilidade desses compostos se deve ao grau de polimerizacao e interacao
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com outros componentes do vegetal, mas principalmente pelo tipo de solvente
utilizado para extracdo (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Assim, sao utilizados diversos tipos e misturas desses para extracdo de
fendlicos, como metanol, etanol, agua, acetato de etila, etc. (NACZK; SHAHIDI, 2004;
SIMOES et al., 2007). Baseado nisso, nesse trabalho foram realizados testes de
extracdes da torta de café com solventes de diferentes polaridades, de acordo com o
encontrado na literatura para melhor extracéo de fendlicos, e em menor toxicidade, ja
gue o produto final é um fitocosmético.

Os solventes utilizados para extracdo da torta de sementes de C. arabica L. por
sonicacdo geraram extratos com diferentes rendimentos (m/m), teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante. O ultrassom pode ser utilizado para varias
atividades, como limpeza de materiais, degaseificacdo, esterilizacdo e também para
extracdo de plantas, isso porque as ondas sonoras de alta poténcia causam variacao
de presséo, produzindo pequenas rupturas nas estruturas vegetais e micro fluxos de
fluidos, o que torna mais eficiente a extracdo, podendo diminuir o tempo desta, além
de apresentar boa reprodutibilidade (FREITAS, 2007). Os resultados estdo expressos
na tabela 3. Os calculos consideraram os valores obtidos pela perda por dessecacao

(8,5 %).
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Tabela 3. Rendimento da extracdo, teor de compostos fendlicos totais (FT) expressos
em equivalente de acido gdlico no extrato e torta secos e atividade antioxidante

avaliada pelo radical DPPH.

Extrato Rendimento Teor de FT no Teorde FT Atividade antioxidante
(%) extrato seco® na torta DPPH®
seca’®

Concentragdo Inibigao

extrato DPPH
(Mg/mL) (%)
Metanol 60% 280 mg (28%) 115,2 35,0 7,0 22,5
Metanol 80% 267 mg (27%) 138,0 40,1 6,65 18,8
Etanol 70% 248 mg (25%) 147,0 39,6 6,2 22,5
Etanol 80% 242 mg (24%) 117,5 30,7 6,0 18,7

a (massa de extrato/massa de torta) x 100; P mg de fendlicos totais equivalentes a acido galico / g de
extrato seco; ¢ mg de fendlicos totais equivalentes a acido gdlico / g de torta seca; 9 a média de
absorbancia para o branco foi de 0,888.

As absorbancias em triplicata obtidas para calculo do teor de fendlicos dos
extratos obtidos por sonicacao estao dispostas na Tabela 4.

Tabela 4. Absorbancia das amostras em 760nm, utilizando-se o método de Folin-
Ciocalteau.

Metanol 80% Metanol 60%  Etanol 70% Etanol 80%  Branco

Andlise 1 0, 119 0,118 0, 120 0, 106 0, 030
Andlise 2 0, 112 0,111 0, 117 0, 107 0, 032
Analise 3 0,111 0,106 0, 110 0, 110 0, 035
Desvio 0,0043 0,0060 0,0051 0,0020 0,0025
padréo

Média 0,114 0,113 0,115 0,107 0,032

Médiareal* 0, 082 0,081 0, 083 0, 075 -

* Média real = média — média das anélises — média do branco

Os teores de fendlicos totais dos extratos da torta de semente de C. arabica
foram apurados utilizando-se a curva analitica de acido galico (padrao fendlico, Figura
5). Para se obter a absorbancia média real - a qual foi utilizada para célculo do teor

de fendlicos a partir da equacao da reta obtida por regresséo linear da curva analitica
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do &cido galico (Figura 5) - utilizou-se a subtracdo da absorbancia média obtida nas

analises pela absorbancia média do branco.
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0.12 R? = 0,9664
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Figura 5. Curva analitica do acido galico
Os resultados de absorbancia utilizados para célculo da atividade sequestrante
do radical DPPH estéo dispostos na tabela 5, a seguir, calculados de acordo com o
descrito anteriormente.
Tabela 5. Resultado das absorbancias em 515 nm de cada extrato relativos ao ensaio

da atividade antioxidante pelo radical DPPH.

Extrato Andlise 1 Analise 2 Média Desvio padrao Inibigao (%)
Metanol 60% 0,691 0,690 0,690 0,0007 22,5
Metanol 80% 0,715 0,728 0,721 0,0091 18,8

Etanol 70% 0,696 0,681 0,688 0,0106 22,5
Etanol 80% 0,702 0,732 0,717 0,0212 18,7
Branco 0,889 0,887 0,888 0,0014 -

O extrato etandlico 70% e metandlico 60% apresentaram a mesma inibic&do do
radical DPPH (22,5%). No entanto, o primeiro foi utilizado no teste em menor
concentragao, 6,2 ug/ml e 7,0 pg/ml, respectivamente, o que indica que apresenta

maior atividade antioxidante relativa & quantidade de extrato utilizada. Além disso, o
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extrato etandlico 70% apresenta maior teor de fendlicos totais do que o metandlico
60%, indicando que os compostos fendlicos contribuem para atividade antioxidante
(FERREIRA et al., 2010). Baseando-se nos resultados obtidos em relag&o ao teor de
compostos fenélicos equivalentes ao acido galico e da inibi¢cdo do radical DPPH pelos
extratos produzidos por sonicacdo, o solvente etanol 70% (v/v) foi o escolhido para a
finalidade proposta, ja que comparativamente com 0s outros solventes utilizados ele
teve os melhores resultados, além do etanol ser mais barato e menos toxico do que o
metanol. Esses aspectos sdo de grande importancia para que o extrato possa ser
utilizado na cosmetologia.

Desse modo, foi produzido novo extrato etandlico 70% (v/v) em maior escala,
por maceracdo e foram realizadas novas analises, como curva de atividade
antioxidante (Clso) em relacdo ao padrédo acido ascorbico utilizando ensaio do radical
DPPH, cromatografia em camada delgada (CCD).

4.4 Extracao exaustiva utilizando etanol 70% (v/v)

As diferentes etapas para extracdo da torta de sementes de C. arabica L. por
sonicacao geraram extratos com diferentes rendimentos (m/m) e teor de compostos
fendlicos (Tabela 6). No célculo desses foi considerado o resultado obtido a partir da
perda por dessecacéao (8,5%).

Para determinacao do teor de fendlicos totais desses extratos foram utilizadas
curvas analiticas do acido galico e acido clorogénico, construidas a partir da média da
leitura (em triplicata) de absorbancia em diferentes concentracdes (4,0 a 200,0 pg/mL)
dessas substancias, descontando-se o branco (Figuras 9 e 10, respectivamente). Os
valores de concentracdo de fendlicos totais foi obtido a partir da regressao linear da

curva analita obtida por esses dois padrdes.
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Tabela 6. Quantidade de extrato obtido por sonicacéo, teor de compostos fendlicos
totais (FT) expressos em equivalentes de acido galico e de acido clorogénico no

extrato e torta secos.

Extrato Rendimento Teor de FT no Teor de FT na torta
(%, m/m)? extrato seco® seca’®

Eq. Eq. acido Eq. Eq. acido
acido clorogénico &cido clorogénico

galico galico
123T 262 mg (27%) 1482 210,1 42 60
4T 21 mg (2,1%) 45,9 63,4 11 14
5T 19 mg (1,9%) 25,2 334 5,1 7,2
6T 11 mg (1,1%) 11,3 13,5 1,1 2,1
Total 303 mg (30 °%) 230,6 320,4 59,2 83,3

a (massa de extrato/massa de torta) x 100; P mg de fendlicos totais equivalentes a acido galico e &cido
clorogénico / g de extrato seco; ¢ mg de fendlicos totais equivalentes a acido galico e acido clorogénico
/ g de torta seca.

As leituras das absorbancias obtidas dos diferentes extratos (1 mg/mL),

realizadas em triplicata, podem ser observadas na Tabela 7.

Tabela 7. Absorbancia das amostras 123T, 4T, 5T e 6T em 760nm, utilizando-se o

método de Folin-Ciocalteau.

Extrato 123T 4T 5T 6T Branco
Analise 1 0,226 0,088 0,063 0,045 0, 030
Analise 2 0,224 0,092 0,064 0,046 0, 030
Analise 3 0,219 0,090 0,063 0,045 0, 031

Desvio padrdo 0,002 0,0013 0,0004 0,0004 0,0004

Média 0,223 0,090 0,063 0,045 0, 030

Média real* 0,193 0,060 0,033 0,015 -

* Média real = média — média das analises — média do branco
Podemos ver que na sexta etapa de extragdo praticamente nao foram obtidos

compostos fendlicos em relacdo ao material vegetal utilizado indicando que esta etapa
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poderia ser considerada limitante. Para se analisar a quantidade de compostos
fendlicos em relacéo ao total que poderia ser extraido pelo solvente etanol 70% (v/v),
foi calculado a relacéo entre os resultados obtidos nas extracfes (123T; 4T; 5T; 6T)
pela somatoria desses valores (Tabela 8).

Tabela 8. Relacdo entre extracdo e porcentagem de FT obtido e porcentagem

acumulada.
Extrato Médias do teor de FT na Soma* Porcentagem relativa
torta seca* (%)
123T 51 51 72,0
4T 12,5 63,5 90,0
5T 6,1 69,6 98,4
6T 1,6 71,2 100,0
Total 71,2 - -

* mg de fendlicos totais equivalentes a acido galico e acido clorogénico / g de torta seca.

Podemos observar que nas trés primeiras extracfes (123T) a quantidade de
fendlicos totais extraidas em relacdo a quantidade méaxima foi de 72,0%. Isso
demonstra um bom rendimento, visto que foi utilizado proporgéo de 1:15 (m/v) de
droga vegetal em relacdo ao solvente extrator, como nos experimentos para escolha
do solvente extrator. Esse raciocinio foi utilizado para obtengédo do extrato etanolico
70% (v/v) em maior escala.
4.5 Preparo do extrato etandlico 70% (v/v) de C. arabica

O solvente etanol 70% foi o escolhido visando o objetivo principal do trabalho,
gue é a producdo de um fitocosmético.

Apéds secagem de toda solugdo extrativa, a massa resultante de extrato seco
foi de 60,9 g (rendimento de 21%, p/p), considerando o valor obtido na perda por
dessecacéo (8,5 %). Esse valor se aproxima do rendimento obtido quando foi usado

o ultrassom (25%, m/m), a mesma relagédo droga vegetal solvente (1 g de droga
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vegetal para 15 mL de etanol 70%) e o mesmo numero de etapas (3). Essa proporcéo
de droga vegetal/solvente foi utilizada, ja que, de acordo com os resultados obtidos
de extracdo exaustiva, a quantidade de etanol 70% ja foi capaz de extrair 72,0% de
compostos fendlicos em relacdo a quantidade maxima estimada que poderia ser
extraida.

4.6 Andlise do Eet70 da torta de sementes de C. arabica por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD)

Essa analise é comumente empregada para separacdo e identificacdo de
produtos naturais, no controle de qualidade de fitoterapicos e drogas vegetais, pois
além de simples, rapido e econémico, € um método relativamente eficiente. A CCD se
baseia na separacdo de uma mistura por diferenca de interacbes dos seus
componentes entre uma fina camada plana de fase estacionaria (ex. silica Gel) e a
fase mével. Com auxilio dos respectivos padrdes, é possivel a identificacao rapida de
diversas substancias (JULIAO et al., 2003; CESAR et al., 2007).

Os resultados obtidos aplicando-se CCD com Eet70 de C. arabica estdo
representados na figura 6, onde foi possivel identificar a presenca de cafeina e acido
clorogénico, o que é confirmado por ABRAHAO et al. (2010). Em estudo realizado
pela estudante de mestrado Ana Carolina Conceicdo Monteiro de Castro do
Laboratério de Farmacognosia da FCF-UNESP, a anélise por Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia (CLUE-UV) de Eet70 permitiu também identificar esses metabolitos
secundarios. O acido cafeico néo foi identificado, como esperado, ja que tal substancia
€ encontrada apenas no café torrado, como produto de degradacdo do acido

clorogénico (FERNANDES et al., 2003).
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Legenda: Eet70 e padréo (placa A: cafeina; placa B: acido clorogénico) aplicados nesta ordem da
esquerda para a direita. Identificacéo do acido clorogénico - fase movel: acetato de etila: acido férmico:
acido acético glacial: agua 72:5:5:8 (v/v). Revelacdo: NP-PEG. Identificagcdo da cafeina - fase movel:
acetato de etila metanol: 4gua 85:10:5 (v/v). Revelacao: Dragendorff e H2SO4 10%.

Figura 6: Cromatoplacas do Eet70 de C. arabica. As substancias identificados foram

cafeina e acido clorogénico, respectivamente.
4.7 Avaliacao da atividade antioxidante do Eet70 através do ensaio pelo radical

DPPH

Na figura 7 pode ser visualizado o grafico da porcentagem de inibi¢cao do radical

DPPH por acido ascorbico, o qual é frequentemente utilizado como padréao.
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Figura 7. Percentagem de inibicdo de formacéo do radical DPPH versus
concentracdo de acido ascorbico.
Na curva obtida o valor do coeficiente de correlacdo (R) foi de 0,993,
demonstrando sua linearidade. A concentragdo na qual ha inibicdo de 50% do radical

DPPH (Clso) com o uso do acido ascorbico foi de 2,76 ug/mL (Clso).

90

30 y =3,0728x - 2,2376
E R?=0,9978
a 70
@)
= 60
o
'8 50
S 40
3
S 30
o
= 20
[}
© 10
X

0

0 5 10 15 20 25 30

-10
Concentracdo do Eet70 (png/mL)

Figura 8. Atividade sequestrante do radical DPPH pelo extrato etanolico 70% da torta

de Coffea arabica L.
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Na curva obtida o valor do coeficiente de correlacdo (R) foi de 0,997. A
concentracdo na qual ha inibicdo de 50% do radical DPPH com o uso do Eet70 de C.
arabica foi de 17,0 yg/mL (Clso).

O acido ascorbico, como esperado, apresentou atividade antioxidante maior do
gue o Eet70 de C. arabica, j& que o primeiro € um antioxidante padrdo, considerado
potente, que é classificado como nao-enzimatico e que apresenta importante acao,
diminuindo a concentracéo de radicais livres no organismo e quelando ions metélicos,
0 que previne a oxidacao lipidica, por exemplo. Além disso, sua alta solubilidade em
agua permite que ele atue no interior das células. (FERREIRA et al., 2010).

Entretanto, o valor de Clso obtido com o Eet70 (17,0 pyg/mL) indica que ele
possui uma atividade antioxidante relativamente alta quando comparado com o0s
valores encontrados em folhas de outras espécies vegetais, como a caneleiro (78,45
Mg/mL), o cerne-amarelo (44,53 pg/mL) e o alecrim (80,84 pg/mL), o qual é
usualmente utilizado como antioxidante em formula¢gdes alimentares e cosméticas
(ROESLER et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

4.8 Doseamento de compostos fendlicos totais do Eet70

Na determinacdo do teor de fendlicos totais do Eet70 foram utilizadas curvas
analiticas de acido galico e acido clorogénico, construidas a partir da média da leitura
em triplicata da absorbancia em diferentes concentracdes (4,0 a 200,0 ug/mL) dessas
substancias, descontando-se o branco.

As equacdes das retas obtidas por regressao linear e suas respectivas curvas
analiticas do acido galico, padrdo fenolico geral, e do &cido clorogénico, principal
composto fendlico presente no café, estdo representados na Figura 9 e Figura 10,

respectivamente (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 10. Curva analitica do &cido clorogénico.
As leituras das absorbancias obtidas do Eet70 (1 mg/mL), realizadas em

triplicata, podem ser observadas na tabela 9.
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Tabela 9. Absorbancia das amostras e branco em 760nm, utilizando-se o método de

Folin-Ciocalteau.

Amostra Andlise 1 Analise 2 Andlise 3 Média Desvio padrao
Eet70 0,203 0,200 0,208 0,203 0,003
Branco 0,028 0,027 0,030 0,028 0,001

O valor de absorbancia média real foi utilizada para calculo do teor de fenélicos

totais do Eet70 da torta de sementes de C. arabica. Ela foi obtida segundo:

0,203 - 0,028 0,175

(absorbancia média) — (absorbancia branco) = (absorbancia média real)

Os valores do teor de compostos fendlicos equivalentes em acido galico e acido
clorogénico, a partir do valor de absorbancia média real (0,175) e a equacao da reta
das respectivas curvas, estao dispostos na tabela 10.

Tabela 10. Teor de compostos fendlicos totais (FT) expressos em mg equivalentes a

acido galico e acido clorogénico por g no extrato e torta secos.

Padré&o utilizado Teorde FT no Teorde FT na
extrato seco? torta seca®
Acido gélico 134,4 30,1
Acido clorogénico 191,2 42,2

amg de compostos fendlicos totais equivalentes a acido galico e acido clorogénico / g de extrato seco;

bmg de fendlicos totais equivalentes a acido galico e &cido clorogénico / g de torta seca;

O teor de compostos fendlicos totais nessas condi¢gdes na torta seca foi
de 3% em equivalente a acido galico, e 4,2% em equivalente a acido clorogénico. A
porcentagem menor do primeiro resultado em relagdo ao segundo ja era esperado,
visto que a capacidade de reacdo e consequentemente de absorbancia de uma
mesma quantidade em mol de acido galico € maior. Isso porque sua massa molecular

€ menor (170,12 g/mol) do que a do acido clorogénico (354,31 g/mol). Entdo, em uma
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mesma concentracdo, ha maior quantidade de moléculas de acido galico, e por isso
maior absorcdo, visto que 0s compostos possuem grupamentos croméforos
semelhantes. Desse modo, utilizando acido galico, a quantidade de FT equivalentes
a ele no extrato € menor. Além disso, como o composto fendlico majoritario do café é
o0 acido clorogénico, este é mais indicado para ser utilizado como padrao de polifendis
no Eet70. (DE MARIA; MOREIRA, 2004).

Os valores encontrados mostram que a torta de semente de C. arabica
apresenta consideravel quantidade de compostos fendlicos, valores que se
aproximam de plantas que possuem altos teores de fendlicos, como a erva-mate
(cerca de 10%, m/m) e a uva Ancelota (9%, m/m), ambos em peso Sseco

(ROCKENBACH et al., 2008, DONADUZZ| et al., 2003).

4.9 Desenvolvimento de formulag&o paraincorporacao Eet70 e determinacao do
Fator de Protecao Solar (FPS) “in vitro”

A formulacédo escolhida para adicdo do Eet70 de C. arabica foi a B. Ela
apresentou boa viscosidade e sensorial leve, ideal de uma emulsao para o uso facial
diario, aléem de FPS proximo do desejado (FPS 30). Foram determinados FPS “in vitro”
com a formulagdo B com extrato adicionado na fase aquosa incorporado apés a
manipulacéo destas, afim de verificar se o aquecimento de 70°C na manipulacao da
formulacéo era capaz de degradar algumas das substancias fotoprotetoras do extrato
e diminuir o valor de FPS. Os valores de Fator de Protecédo Solar de acordo com o
BASF Sunscreen Simulator das formulacdes A, B e C; e de acordo com o teste ‘in
vitro” usando o aparelho Optometrics SPF 290S das formulacdes A, B, C, base sem

extrato, base com extrato, formula B com extrato adicionado na fase aquosa e férmula

B com extrato incorporado ao final estdo dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores de FPS (Fator de Protecao Solar) de acordo com BASF Sunscreen

Simulator e Optometrics SPF 290S.

Formulacbes FPS FPS Optometrics
BASF SPF 290 + D.p?
Sunscreen
Simulator
A 52,4 57,3+5,32
B 28,5 30,3+3,19
C 14,8 17,2 + 6,31
Base sem Eet70 - 1,04 + 0,01
Base com 0,3% Eet70 45,4 +9,8
incorporado
B com 0,3% Eet70 incorporado 1,50 +0,14
Base com 1% Eet70 - 1,57 + 0,05
B com 1 % Eet70 fase aquosa - 46,9 + 7,56
B com 1% Eet70 incorporado 52,1+6,7

65,8 +4,3

B com 5% Eet70 incorporado

amédia de doze medidas de cada amostra * desvio padréo (D.P).

De acordo com o potencial antioxidante proveniente dos resultados obtidos a
partir do ensaio utilizando-se o radical DPPH, as concentracdes de extrato na
formulacdo representavam valores muito maiores do que o Clso. Considerando-se
uma liberacdo e permeacédo de 100% do ativo na pele, com a concentracdo de 1% de
extrato da formulacéo, teriamos 10 mg (10000 ug) de Eet70 por grama de formulacao.
Adotando-se 1 g de formulagédo como se fosse 1 mL, a concentracado de extrato nesta
seria de cerca de 640 vezes maior do que a contracdo necessaria (Clso) para inibicéo

de 50% do radical DPPH (atividade antioxidante). Na concentracdo de 0,3% de Eet70
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na formulacéo, teriamos uma concentracdo de cerca de 200 vezes maior do que a
concentragéo de Clso obtida no ensaio com o radical DPPH.

Com a concentracdo de 5% houve maior aumento do FPS, sugerindo que o
mesmo cresceu com 0 aumento da quantidade de Eet70 na formulacdo, sendo
necessarios maiores estudos entre a interacao e sinergismo entre os filtros solares
guimicos e o Eet70.

Apesar de ocorrer variacdo relativamente grande nas medidas obtidas do
Optometrics SPF 290 pelo fato de ndo se conseguir uma uniformidade do filme da
formulacéo utilizada na membrana onde foram mensurados os valores de FPS, este
teste possui correlacéo alta (em média 90%) em relacdo aos testes “in vivo” quando
utilizado varios fotoprotetores quimicos e formas farmacéuticas (Figura 11). Além
disso, esse método é mais fidedigno do que o teste proposto por Mansur et al. 1986,
uma vez que o primeiro utiliza maiores niameros de amostras que representam a
formulacdo, e adotado como principal método para determinacdo do FPS pelas
autoridades sanitarias da Coreia do Sul (Korea Food & Drug Administration).

A ANVISA institui que para determinagcéo do FPS e liberac&o para utilizacao,
deve ser aplicada uma metodologia “in vivo”. No entanto, como o objetivo desse
trabalho € apenas verificar a influéncia do Eet70 no valor de FPS quando sozinho ou
em conjunto com outros filtros solares quimicos, foram utilizados apenas teste “in vitro”

pelo OPTOMETRICS SPF-290 S (BRASIL, 2010).



44

rio, W In Vivo SPF
(vlron Qsidex) M Mean In Vitro SPF-290 w/Sphere
Cream Oxcsylosethoryeimsamate
% 7 2-PBI-S-SA (6222
o \
" ”"f e 110,
s Cream TiOs  Mebanin. Octrimethaxy
A on f 1
y Waterpeoof Sy Cmcamate, Benzephone-3,
20 I ~ - SunBUx A Y Tio. Ocayl Satycilare
- - y = Ay
[0)) = 2 3 i L 3% o, '
Active 1.0, 10 ~
3 9 ® 0y “
ot x - |- L~
L B ¢ - 10 = Wt
S 1518 ﬂ i a2 S AR i
> = e y ~ 0N <o
L = Cream 1o " =
5 -
& Active :’ o
~N -
[l =
- -4
-
!

Fonte: OPTOMETRICS, 2014

Figura 11. Correlagao entre “in vivo” FPS e FPS analisado no Optometrics SPF-290S.

5. CONCLUSAO

Considerando-se os resultados do teor de compostos fendlicos totais e da
avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaio com DPPH, além do custo, aspectos
ambientais e de toxicidade, baseado na finalidade proposta, o extrato etandlico 70%
foi 0 escolhido dentre os avaliados.

Os valores encontrados apontam que a torta apresenta pelo menos metade
do teor de fendlicos totais presente no grao de C. arabica virgem e seco, que seria
de aproximadamente 7% (NASCIMENTO, 2006). Além disso, esse teor encontrado
na torta (3%, m/m em equivalente a acido galico) ndo é muito distante do valor
encontrado em plantas que possuem alto teor de fendlicos como na erva-mate, llex
paraguariensis, e uva Ancelota, Vitis vinifera (10% e 9%, m/m) (DONADUZZI et al.,
2003; ROCKENBACH et al., 2008). A atividade antioxidante da torta de café no
ensaio com DPPH também é significativa, ja que o valor de Clso encontrado foi
apenas cerca de 6 vezes maior do que o determinado para o acido ascorbico. Esses

resultados séo animadores analisando que partimos de um residuo agroindustrial
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descartado em grande massa e que tem grande quantidade de compostos fendlicos
e atividade antioxidante.

O Eet70, além disso, mesmo em pequenas concentracdes (0,3 e 1%) foi
capaz de aumentar consideravelmente o FPS da formulacéo B, de 30,3 (+ 3,19) para
45,4 (£ 9,8) e 46,9 (£ 7,56), respectivamente. Ainda, na concentracdo de 5% houve
maior aumento do FPS (65,8 + 4,3), sendo necessarios maiores estudos, como teste
“in vivo”, para confirmagéo do FPS e da relagdo entre Eet70 e filtros solares
guimicos.

Essas propriedades, aliada ao fato de que a torta de café é um residuo, eleva
mais ainda o potencial uso do Eet70 em produtos cosméticos, principalmente os
com funcg&o antioxidante e fotoprotetora, além de outras aplicacdes.
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