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Resumo: O género Coffea pertence a familia Rubiaceae e compreende aproximadamente 100 espécies. A maioria do
café comercialmente disponivel consiste de grdos produzidos pelas espécies C. arabica e C. canephora. O sabor e 0
aroma da bebida de café sdo altamente complexos, resultantes da presenga combinada de varios constituintes quimicos
volateis e ndo volateis, que compdem os aromas e sabores. A bebida possui também muitos compostos fenolicos que
sdo metabdlitos secundarios das plantas e estdo envolvidos na adaptagdo aos estresses. Eles conferem ao café potentes
efeitos  biolégicos, incluindo atividades antioxidantes, antimutagenicas, anticarcinogenicas, antibioticas,
antihipertensivas, antihipercolesterolemicas e antiinflamatorias. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia eficaz para identificar um desses compostos fendlicos, a arbutina, no pericarpo e o endosperma dos gréos
de café de Coffea arabica var. IAPARS9 (159). Assim, diferentes estagios de maturacdo desses dois tecidos foram
testados usando a técnica de cromatografia liquida de alta eficéncia (UFLC). Para cada amostra, foi feita uma corrida
com o extrato bruto e outra com o extrato contendo o padrdo comercial (arbutina). Os resultados mostram que a
arbutina ndo foi detectada nas amostras analisadas. Entretanto, esse composto fendlico pode estar associado ou
complexado com outras moléculas, o que alteraria o perfil de eluicdo desta molécula, quando comparado ao padrao.
Estudos posteriores em outros estagios fendlogicos do fruto assim como outros tecidos da planta ainda deverdo serfeitos
para se avaliar esta hipotese.
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DEVELOPMENT OF A NEW METHOD FOR IDENTIFICATION OF METABOLITES DURING COFFEE
FRUIT DEVELOPMENT

Abstract: The genus Coffea, a representantive of Rubiaceae family, has nearly 100 species. The grains production of C.
arabica and C. canephora species represent most of the traded coffee in the world. The flavor and aroma of coffee
brews are highly complex and result from a combined presence of several chemical constituents volatile and nonvolatile
that give rise to the aromas and flavor. The drink also has many phenolic compounds which are secondary metabolites
of plants and usually involved in adaptation to stresses. Those metabolites give to coffee potent biological effects
including several activities as antioxidant, antimutagenic, anticarcinogenic, antimicrobial, antihypertensive, anti-
inflammatory and anti-hypercholesterolemic. The aim of this study was to develop an effective methodology to identify
one of these phenolic compounds, the arbutin in the pericarp and endosperm of coffee beans of Coffea arabica var.
IAPAR59 (159). Thus, different stages of maturation of these two tissues were tested using the technique of ultra fast
liquid chromatography (UFLC). For each sample two race was performed, one with the crude extract and another with a
extract standard commercial (arbutin). The results show that arbutin was not detected in the samples. However, this
phenolic compound may be associated or complexed with other molecules changing its elution profile when compared
to a standard profile. In order to evaluate this hypothesis, further studies in other phenological stages of fruit and plant
tissue are being done.
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A cultura do café é uma importante fonte de renda para paises produtores de bens agricolas e figura como a
segunda matéria prima mais importante do mundo, atras somente do petréleo. Acredita-se que uma maior quantidade de
acucares e lipideos e menor quantidade de acidos clorogénicos e cafeinas sugerem uma melhor qualidade do café, e
favorecem a formacédo de compostos volateis do aroma, durante a torragéo (Clifford, 1985). Os compostos fenélicos sdo
metabolitos secundarios com atividade antioxidante, geralmente envolvidos na defesa contra radiacfes UV ou agressdes
de patogenos as plantas e sdo caracterizados pela presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos um
radical hidroxila e/ou outros substitutos e podem ser classificados de acordo com o nimero de anéis fendlicos e com as
estruturas as quais estdo ligados (Shahidi & Naczk, 1995).

A comunidade cientifica tém dado significante atencdo a estes compostos pois apresentam propriedades
fisiologicas e farmacoldgicas que conferem a salde humana, como por exemplo, atividades antioxidantes,
antimutagénicas, anticarcinogénicas, antibidticas, antihipertensivas, antihipercolesterolémicas e antiinflamatédrias (Farah
& Donangelo, 2006).

O composto fendlico arbutina, descrito anteriormente em péras (Cui et al., 2005), desperta interesse estético e
econdmico e ja vém sendo utilizado em alguns produtos cosméticos na despigmentacdo de manchas na pele, inibindo a
acdo da enzima tirosinase responsavel pela produgdo de melanina (Tokiwa et al. , 2007). Dotada de uma estrutura
similiar aos acidos clorogénicos (ACGs), presentes tanto nas folhas quanto nos frutos de café (Ky et al., 2001), a
arbutina nunca foi descrita em cafés. Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia adequada para a
identificacdo da arbutina e testa-los em frutos de café em diferentes estagios de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal:
Frutos da espécie C. arabica var. IAPAR59 (159) foram colhidos de forma aleatéria durante entre 2008 e 2009

cultivados no campo experimental da Embrapa Cerrados (Planaltina-DF). Apos a florada, as coletas foram realizadas
com intervalos de 30 dias (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 237 DAF- dias apds a floracdo). Os frutos foram dissecados
em pericarpo, perisperma (quando estiver presente) e o endosperma. Para as andlises cromatograficas foram
selecionados trés diferentes estagios fenolégicos do fruto (150, 210 e 237 DAF) e dois tecidos embrionarios (pericarpo
e endosperma). O material vegetal foi pulverizado em nitrogénio liquido.

Extracdo do composto fenélico arbutina

O protocolo de extracdo utilizado baseou-se no método descrito por Cui et al. (2005), para cada amostra (2 g)
foram adicionados 2 mL de etanol 95 % contendo 0.4 % de &cido fosférico e homogeneizadas em ultrasom por 40 min.
Em seguida, centrifugou-se por 5 minutos a 13.200 g. Os sobrenadantes (2 mL) foram evaporados em uma centrifuga a
vacuo, ressuspendidos em 1 mL do solvente A (dgua + TFA 0.1 %) e filtrado através de uma membrana 0.45 um antes
das andlises cromatograficas.

Fracionamento de metabdlitos por cromatografia liquida

O extrato fendlico foi fracionado em um sistema de cromatografia liquida ultra rapida - UFLC (Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan), usando uma coluna analitica de fase reversa Cyg (Shimpack XR-ODS 50 x 2mm) a 30°C . Os solventes
utilizados foram agua MilliQ 0.1% TFA (como fase movel A-FMA) e acetonitrila 0.1% TFA (fase movel B-FMB). A
eluicdo dos componentes da amostra se realizou em gradiente de concentracio de 2-80% B, com fluxo de 0.3 mL.min™.
A absorbancia das amostras foram monitoradas a 278 e 274 nm. A concentragdo da amostra padrdo da arbutina
comercial (Sigma—#A4256) foi de 1ug.uL™ com injecdes del0 pL de amostra padrdo.As fracdes foram coletadas
separadamente e liofilizadas para analises posteriores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Afim de se conseguir alguma reprodutibilidade entre os cromatogramas das amostras e do padrdo foram
testados diferentes pardmetros. O primeiro pardmetro a ser testado foi a utilizacdo de diferentes fluxos de elui¢cdo em
ordem decrescente 0,3; 0,2 e 0,1. Percebeu-se que quanto menor o fluxo mais dificil foi eluir as amostras. Dois
diferentes métodos de eluicdo também foram testados, sendo o gradiente e o isocratico com diferentes tempos de
corrida. O método de eluigdo gradiente com duracdo de 18 minutos foi o que obteve uma melhor eluicdo das amostras.
Vaérias corridas cromatograficas foram feitas afim de se otimizar o experimento e tornar 0s cromatogramas
reprodutiveis, assim como um bom condicionamento da coluna. Primeiramente realizou-se a elui¢do somente da
amostra padrdo (arbutina) com o intuito conhecer o tempo de retengdo da amostra. Depois foram feitas andlises
cromatograficas somente do extrato bruto fendlico que quando comparado com o cromatograma da amostra padrdo
indicava que naquele tempo de retencdo ndo era eluido nenhum composto similar ao da arbutina Depois, adicionou-se
ao extrato fendlico a arbutina industrial para se comparar com 0s cromatogramas que continham somente o extrato
fendlico bruto.
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As figuras de 1 a 5, representam 0s cromatogramas das amotras 150 e 210 DAF (pericarpo e endosperma) e
237 DAF (endosperma). O pico em vermelho corresponde a arbutina comercial, 0s cromatogramas A representam o
extrato fendlico bruto e B o extrato fenolico contendo a arbutina comercial.
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Figura 1 - Fracionamento do extrato fendlico do pericarpo (1.1) e endosperma (1.2), respectivamente, da amostra 150
DAF, de C. arabica var. 159 por UFLC em fase reversa utilizando uma coluna Vydac Cy;g. A) Os cromatogramas A
representam a eluicdo do extrato fendlico bruto comparado com a elui¢do da arbutina comercial (pico em vermelho). B)
Os cromatogramas B representam a eluicdo (gradiente de eluicdo de 2-80% B AcN + TFA 0,1%-FMB) do extrato
fenolico contendo o arbutin comercial comparado com a elui¢do do arbutin comercial (pico em vermelho).
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Figura 2 - Fracionamento do extrato fendlico do pericarpo (2.1) e endosperma (2.2), respectivamente, da amostra 210
DAF, de C. arabica var. 159 por UFLC em fase reversa utilizando uma coluna Vydac Cyg com um gradiente de eluicéo
de 2-80% B (AcN + TFA 0,1%-FMB). A) Os cromatogramas A representam a eluicdo do extrato fendlico bruto
comparado com a elui¢do da arbutina comercial (pico em vermelho). B) Os cromatogramas B representam a elui¢do do
extrato fendlico contendo a arbutina comercial comparado com a elui¢éo da arbutina comercial (pico em vermelho).
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Figura 3 -Fracionamento do extrato fendélico do endosperma da amostra 237 DAF, de C. arabica var. 159 por UFLC em
fase reversa utilizando uma coluna Vydac C;g com um gradiente de eluicéo de 2-80% B (AcN + TFA 0,1%-FMB). A)
Os cromatogramas A representam a eluicdo do extrato fendlico bruto comparado com a eluicdo da arbutina comercial
(pico em vermelho). B) Os cromatogramas B representam a elui¢do do extrato fendlico contendo a arbutina comercial
comparado com a eluig8o da arbutina comercial (pico em vermelho).

A arbutina comercial foi utilizada como controle para identificar o tempo de retencdo deste composto nas
analises cromatogréaficas. Os resultados apresentados (Figuras 1-3), indicam que de acordo com a metodologia utilizada
ndo foi possivel identificar a presenca da arbutina em nenhum dos tecidos (pericarpo e endosperma) e estagios de
desenvolvimento testados. Apesar dos resultados, acredita-se que a arbutina seja sintetizada pela mesma via
biossintética dos &cidos clorogénicos, a via dos fenilpronandides. A arbutina tem sido descrita como um metabdlito
importante na tolerdncia de plantas em resposta a condi¢cBes de estresses ambientais (bidticos e abidticos), como
infeccdo por patégenos microbianos, injlria mecanica, e UV excessiva ou de alto niveis de luz visivel (Herrmann, 1995;
Haard & Chism, 1996; Crowe et al., 2002). Esse mecanismo € perfeitamente ilustrado na espécie Myrothamnus
flabellifolia, conhecida popularmente como planta da ressurreigéo.

Ainda, podemos concluir que esse composto fenolico pode estar associado ou complexado a outras moléculas,
0 que alteraria o perfil de eluicdo desta molécula, quando comparado ao controle padrdo. Estudos posteriores para
avaliar esta hipotese necessitam ser realizados.

CONCLUSOES

A metodologia utilizada neste trabalho ndo foi eficiente em detectar moléculas com caracteristicas similares ao
padrdo de referéncia comercial nos extratos obtidos das amostras de frutos de café em diferentes estagios de
desenvolvimento. Este fato pode ser devido a arbutina realmente néo fazer parte da composi¢do bioquimica do fruto do
café naqueles determinados estagios fenoldgicos. Entretanto, ainda existe a possibilidade deste composto estar
complexado com outras moléculas.Os frutos em estagios iniciais de desenvolvimento deverdo ser testados, assim como
outros tecidos da planta também em diferentes estagios de maturagdo,como por exemplo folhas, gemas florais, raizes,
entre outros, além de diferentes acessos, gendtipos, espécies, diferentes regimes hidricos. Estudos posteriores para se
avaliar esta hipotese ainda se fazem necessarios ou ainda, justificar a auséncia da arbutina nos estagios e tecidos
testados.
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