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RESUMO

BARRETO, Matheus Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2019.
Método analitico inovador para determinacdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante do café . Orientador: Marcelo Henrique dos Santos.
Coorientador: Antonio Jacinto Demuner.

A possibilidade de uso de telefone celular para determinagédo de compostos fendlicos
e da atividade antioxidante em amostras de Coffea arabica, empregando-se imagens
digitais foi confirmada. O método € acessivel, relativamente rapido e reprodutivel. Este
trabalho descreve a andlise colorimétrica/espectrofotométrica de compostos fendlicos
e poder redutor em amostras de Coffea arabica, foi baseada na reacéo de oxirreducéao,
utilizando oxidante cloreto férrico (FeCls) e ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g]), as
medidas foram realizadas pelo uso de imagens digitais, a partir do aplicativo
PhotoMetrix®, em ambiente de luz controlada. Foi verificado o teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante do café, em diferentes estadios de maturacédo e
graus de torrefacdo. O teor de compostos fendlicos foi na faixa de 0 a 30 mg L7,
utilizando a quercetina como padréo. Ja para determinar o poder redutor foi utilizada
a faixa linear de 0,0 a 1 mg L, e o padrdo hidroxitolueno butilado (BHT). Teste
estatisticos comprovaram a similaridade entre 0 método desenvolvido e o tradicional
método de espectrofometria no UV-Vis com 95% de confianga. O método inovador
para andlise de fendlicos totais e poder redutor é satisfatorio, sendo uma alternativa
viavel e importante para determinar compostos bioativos e atividade antioxidante em
espécies vegetais. E um método util para laboratérios com limitacdes de recursos
financeiros, analiticos, com finalidade de contribuir com a quimica verde e podendo

ser utilizado como tema gerador no ensino de Quimica no ensino médio.

Palavras chave: café, antioxidante, polifendis, imagem digital, smartphone.



ABSTRACT

BARRETO, Matheus Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June 2019.
Innovative analytical method for determination of phenolic compounds and
antioxidant activity of coffee . Adviser: Marcelo Henriqgue dos Santos. Co-adviser:
Antbnio Jacinto Demuner.

The possibility of using cell phones to determine phenolic compounds and antioxidant
activity in Coffea arabica samples using digital images was confirmed. The method is
accessible, relatively fast and reproducible. This work describes the
colorimetric/spectrophotometric analysis of phenolic compounds and reducing power
in Coffea arabica samples, based on the oxidation reaction using ferric chloride (FeCls)
and potassium ferricyanide (Ks[Fe(CN)s]), measurements were performed using digital
images from the PhotoMetrix® application in a controlled light environment. It was
verified the phenolic compounds content and antioxidant activity of the coffee, in
different stages of maturation and degrees of roasting. The content of phenolic
compounds was in the range of 0 to 30 mg L™, using quercetin as standard. The linear
range of 0,0 to 1 mg L and the standard butylated hydroxytoluene (BHT) were used
to determine the reducing power. Statistical tests proved the similarity between the
developed method and the traditional spectrophotometry method in UV-Vis with 95%
confidence. The innovative method for analysis of total phenolic and reducing power
is satisfactory, being a viable and important alternative to determine bioactive
compounds and antioxidant activity in plant species.
It is a useful method for laboratories with limited financial resources, analytical, with
the purpose of contributing to green chemistry and can be used as a generating theme

in the teaching of chemistry in high school.

Key words: coffee, antioxidant, polyphenols, digital image, smartphone.
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1 - INTRODUCAO

O café é apontado como a bebida preparada mais consumida no Brasil e no
mundo ocidental. No qual o Brasil é o pais que mais produz e exporta e o segundo
maior consumidor da bebida no mundo (BRASIL, 2018).

De acordo com o Informe Estatistico do Café, do Departamento do Café — Dcaf,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - Mapa, a partir de 1997, com
a criacdo do Consorcio Pesquisa Café, a evolugcédo da cafeicultura se deu de forma
bastante expressiva. A area de cultivo nesse ano era de 2,4 milhdes de hectares, a
producgéo de 18,9 milhdes de sacas de 60 kg e a produtividade de 8,0 sacas/hectare,
com o consumo per capita de 4,3 kg de café. Passados 17 anos, de acordo com o
Levantamento de Safra da Companhia Nacional de Abastecimento — Conab, houve
reducdo da area de cultivo para 1,9 milhdes de hectares e, em 2014, o Pais produziu
45,3 milhdes de sacas, com produtividade de 23,3 sacas/ha (BRASIL, 2015). E o
consumo per capita, nesse mesmo periodo, também de acordo com o Informe
Estatistico, aumentou para 6,12 kg. Em nivel mundial, segundo a Organizacao
Internacional do Café — OIC, em 1997, a producdao foi de 99,7 milh6es de sacas de 60
kg e o Brasil participou com 19% desse mercado. Em 2014, como a produg¢ao mundial
evoluiu para 141,4 milhdes de sacas e, a brasileira, para 45,3 milhGes de sacas, nossa
participacdo aumentou para 32% do mercado mundial, com reducdo de
aproximadamente 20% da area de cultivo (EMBRAPA, 2015).

Em sua composicao quimica, o café apresenta alto teor de fendlicos, atribuidos
ao seu potencial antioxidante. Esses compostos antioxidantes, como os polifenadis,
sdo substancias que se oxidam com facilidade, resultando em substancias coradas.
A cor desses produtos de oxidagdo deve-se ao elevado grau de conjugacao.

Oxidantes como o cloreto férrico (FeCls), sdo empregados para caracterizacao
de polifendis, utilizando o BHT (hidroxitolueno butilado) como padréo para analise de
compostos fendlicos e de antioxidantes em amostras de café em diferentes estagios
de maturagao e grau de torrefacao.

Este assunto, € também uma forma de abordagem diferenciada para aulas de
guimica no ensino médio. Em muitas regides do pais existem alunos de familia de
agricultores, diretamente ligados com o plantio de café, sendo assim, uma forma de
contextualizar com suas realidades, o que € indicado a ser realizado pelos Parametros

Curriculares para o Ensino Médio (PCNEM), onde consta que:



11

contextualizar o contetdo nas aulas com os alunos significa primeiramente
assumir que todo conhecimento envolve uma relacao entre sujeito e objeto.
Nesses documentos, a contextualizacdo € apresentada como recurso por
meio do qual se busca dar um novo significado ao conhecimento escolar,

possibilitando ao aluno uma aprendizagem mais significativa (Brasil, 1999).

Essa préatica também estd de acordo com o0 ensino por investigacdo, onde
alunos sdo colocados em situacdo de realizar pequenas pesquisas, combinando
simultaneamente conteldos conceituais, procedimentais e atitudinais (POZO, 1998).
A experimentacdo no ensino de Quimica constitui um recurso pedagdgico importante
gue pode auxiliar na construcéo de conceitos (FERREIRA et al., 2010).

A utilizacdo de temas cotidianos, como a qualidade do café e sua importancia
na saude humana, € um poderoso mecanismo para dar sentido aos conteludos
estudados em sala de aula pelo aluno, que muitas vezes néo consegue relacionar o

gue se estuda a algo pratico e proximo de sua realidade.

2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Determinar o teor de fendlicos e a atividade antioxidante do café utilizando

aparelho smartphone para aquisicao e analise de imagens.

2.2 - Objetivos especificos

v Obter os extratos das amostras de café nos diferentes estadios de maturacao
e graus de torrefacéo;

v Determinar o teor de fendlicos pelo método de analise de imagem;

v Determinar teor de fendlicos utilizando a espectrofotometria UV-Vis para
comparacao dos resultados;

v Avaliar o poder redutor das amostras de café pelo aplicativo PhotoMetrix®;

v Investigar o poder redutor pelo espectrofotometro UV-Vis;
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v Apresentar o método inovador na sala de aula e utilizar como tema gerador no

ensino de quimica.

3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Café

7z

O café (Coffea spp.) (Figura 1), é uma das culturas mais tradicionais da
agricultura brasileira. Originario da Etiopia foi levado a Arabia, onde os arabes
utilizavam a planta na pratica da medicina. Da Arébia foi levado para regides do Egito
e Turquia, sendo introduzido na Europa no século XVII, em terras italianas e inglesas,
e posteriormente se disseminou pelo restante do continente. Chegou ao Brasil, por
Belém no Par4, em 1727, vindo da Guiana Francesa. Em virtude das favoraveis
condicdes edafoclimaticas o cultivo de café espalhou da Regido Norte para varios
Estados (BRASIL, 2018).

Figura 1 - Coffea spp.

Disponivel em: http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/cafe/cultivares-de-cafeeiros-coffea-

arabica-l-para-a-regiao-centro-oeste-do-estado-de-sao-paulo.html

Em seu cultivo existem as espécies café arabica (Coffea arabica),

correspondente a 70% da producdo mundial e do café robusta (Coffea canéfora) que


http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/cafe/cultivares-de-cafeeiros-coffea-arabica-l-para-a-regiao-centro-oeste-do-estado-de-sao-paulo.html
http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/cafe/cultivares-de-cafeeiros-coffea-arabica-l-para-a-regiao-centro-oeste-do-estado-de-sao-paulo.html
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representa os demais 30 %. O café arabica apresenta maior variedade, dentre as
quais, destacam-se os tipos: Bourbon Amarelo e Vermelho, Catuai Amarelo e
Vermelho, Mundo Novo etc. Estas plantas apresentam maior teor de agucares e
menor teor de cafeina em sua composicao quimica. Esses fatores sdo relacionados
com a producédo de bebidas de maior qualidade. J& o café robusta normalmente é
associado a bebidas de menor qualidade, sendo mais utilizado na preparacdo de
blends e café expresso (EMBRAPA, 2003).

O café ardbica predomina em lavouras do estado de Minas Gerais, maior
produtor nacional de café, onde corresponde a 99 % de suas lavouras, também no
estado de S&o Paulo, que é responséavel pela exportacdo de 2/3 do total das
exportacdes nacionais, e em outros estados como Bahia e Parana. O café conilon é
cultivado majoritariamente no Estado do Espirito Santo, segundo maior produtor
nacional do fruto, onde também ha cultivos de café arabica, e outros estados como
Bahia, Rio de Janeiro, Rondonia e norte de Minas Gerais. Os seis estados citados
atingiram 98 % do volume da safra nacional em 2017 (EMBRAPA, 2018). No mesmo
ano o café foi o quinto produto na exportacdo brasileira, movimentando US$ 5,2
bilhdes (BRASIIL, 2018).

A data de 24 de maio foi instituida pela ABIC — Associacdo Brasileira da
Industria do Café, para celebrar o Dia Nacional do Café, uma data que que simboliza
o inicio da colheita em grande parte das regides cafeeiras do Brasil (ABIC, 2019). Ja
a data internacional em comemoracao a bebida é dia 14 de abril, comemorado como
O Dia Mundial do Café.

O café € uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, uma bebida
nutracéutica (nutricional e farmacéutica), rico em minerais, contém vitamina B
(niacina) e a cafeina que é segura na dose existente em 3 ou 4 xicaras diarias (até
500 mg/dia), a qual estimula a aten¢do, a concentracdo, a memoria e o aprendizado
escolar, agucares, aminodacidos, lipideos, também &cidos clorogénicos, antioxidantes
naturais, que formam no processo adequado de torra os quinideos, que ajudam a
prevenir a depressao, doencgas cardiovasculares e doenga de Parkinson
(ENCARNAC}AO e LIMA, 2003; MONTEIRO e TRUGO, 2005; GARAMBONE e ROSA,
2007; GOTTELAND e DE PABLO, 2007).

O café pode ser classificado pelo sabor da bebida, pelo tipo de gréo e grau de

moagem, como demonstrado na Figura 2.
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Classificacio oficial de café pela bebida

Classificacao Caracteristicas
Estritamente mole Belida de sabor suavissimo e adocicado
Male Bebida de sabor, acentuado e adocicado
Apenas mole Bebida de sabor, porem com leve adstringéncia
Dura Bebida com sabor adstringente e gosto aspero
Riada Belida com leve sabor de iodoformio ou acido fenico
) Bebida com sabor forte e desagradavel. lembrando iodaformico ou
i acido fénico
Rio Zona Bebida de sabor e cdor intoleraveis ao paldar ao clfato
Classificacio oficial de café por peneira
Tipo de grao Tamanho de grao
Gréo chato gros=o Peneira 17 & maiores (cafe grande)
Grac chato medio Peneira 15 2 16 {café madio)
Grac chatinho Pensira 12.13 e 14 {cafe muido ow chatinhao)
Grao moca grosso Peneira 11 a 13 {moca grandse)
Grao moca madio Peneira 10 {moca medio)
Gréo mogquinha Peneira 8 e @ {moca middo cu moguinhal
Classificacdo de café quanto ao grau de moagem
Grau de moagem Preparo
Puwvernzado Cafe arabe, em que o po ndo & coado
Fina Filtracdo (filtros de papel coador de pano!
Media Cafe expresso
Grossa Cafeteira italiana

Figura 2 - Classificagao do café
Fonte: Mercado café

A qualidade da bebida depende das operacfes anteriores ao beneficiamento,
tais como tipo de colheita, estadio de maturacdo dos gréos, preparo e secagem do
café (FAGGAN et al, 2011).

Garruti e Gomes (1961) verificaram uma discrepancia na qualidade do fruto de
acordo com o nivel de maturacao (Figura 3), sendo que, os frutos que foram colhidos
antes do periodo ideal de maturagédo apresentaram uma qualidade de bebida inferior
(bebida dura) aos colhidos no periodo correto. De acordo com os autores, os frutos

colhidos antecipadamente n&do apresentavam alguns componentes quimicos em
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niveis ideais. Carvalho et al. (1991) relataram que o café deve ser colhido no ponto
otimo de maturacao (cereja), pois quando colhido verde ou mais seco, prejudica muito

a qualidade da bebida.

A VIDA DE UMA CEREJA DE CAFE ARABICA
CRIADO POR: CAFE YAGUZARA ECOLOGICO

L) %@?@Q@?

VERDE CEREJA
Perfeitamente madura Seco ou passou
Pronta para colher dotempo

Figura 3 — Ciclo de maturacao do grao de café

Disponivel em: http://agia.net/agia-coffee/

Segundo pesquisadores, os frutos colhidos antes do periodo ideal
apresentaram uma qualidade de bebida dura, com sabor adstringente e aspero, sendo
classificada como bebida inferior. Mais tarde foi observado por Cortez (2001) que um
dos fatores responsaveis por essa caracteristica € o efeito no metabolismo do acido
clorogénico e do triptofano.

Outro fator de grande importancia na qualidade da bebida e no teor de

compostos fendlicos do café é o tipo de torrefacéo (Figura 4).

Figura 4 — Diferentes torragens dos gréaos de café

Disponivel em: http://www.specialecafe.com.br/category/cafes-especiais/


http://aqia.net/aqia-coffee/
http://www.specialecafe.com.br/category/cafes-especiais/
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Os diferentes tipos de torrefacdo tém interferéncia direta nas caracteristicas da

bebida, como acidez, aroma, corpo e amargor, como demonstrado na Figura 5.

Acidez
Aroma

Corpo
y

Figura 5 — Grau de qualidade do sabor do café

Disponivel em: https://avaliandocafes.com.br/tipos-de-torra/

Souza et al. (2018) demonstram em seu trabalho que o teor de fendlicos foi
maior em café com torrefacdes leves (torra clara) e que o teor de compostos fendlicos
diminuiu com o aumento da torrefacdo. Resultados como o mesmo perfil para a
atividade antioxidante foram encontrados para o café conilon no trabalho de Morais et
al. (2009).

3.2 - Compostos bioativos

Os compostos bioativos sédo produtos do metabolismo secundario das plantas,
biosintetizados a partir de nutrientes, da dgua e da luz que recebem. O termo bioativo
€ derivado da interacdo biolégica com o organismo humano e animal (YANG et al.,
2016). Alguns desses compostos podem ser ou ndo toxicos, dependendo da dosagem
utilizada (ISMAIL, 2004). Na planta esses compostos bioativos possuem funcéo ligada
ao relacionamento da planta com o meio em que vive (PAVARINI et al., 2012).

No metabolismo primario acontece a producado de compostos como a lignina,
celulose, proteinas, lipidios, aglUcares e outras substancias vitais a planta e
fornecedoras de energia (MARTINS e NUNEZ, 2015). No metabolismo secundario,

sao produzidos compostos bioativos de baixo peso molecular, que geralmente existem


https://avaliandocafes.com.br/tipos-de-torra/
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em pequenas concentracdes e que se caracterizam pela protecao da planta, situacao
de estresse, defesa contra predadores naturais, protecdo contra radiacdo (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Existem varios fatores que influenciam na composi¢cdo quimica da planta. A
producdo desses metabdlitos ocorre em um determinado tecido, érgao ou célula e em
algum estagio de desenvolvimento especifico. Além disso, os compostos bioativos
podem ser influenciados pela regido geografica, clima, periodo de coleta, condicdes
de armazenamento e processamento (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Entre os bioativos presentes nas plantas destacam-se 0s grupos dos
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides (cada um caracterizado por uma rota

biosintética especifica).

3.3 - Compostos fendlicos

O café contém diversos componentes interessantes tanto para pesquisa quanto
para industria farmacéutica e de alimentos, dentre esses compostos destaca-se 0s
compostos fendlicos (PANUSA et al., 2013). Estudos relatam elevada concentracao
de acidos fendlicos, em particular de polifenéis, como o acido clorogénico em amostra
de café (NARITA e INOUYE, 2011). O café tem sido a principal fonte de acido
clorogénico da dieta humana (LAFAY et al., 2006). Acidos clorogénicos sdo uma
familia de ésteres formados por certos acidos hidroxinAmicos e o acido quinico
(NARDINI et al., 2002). Este ultimo, junto ao acido cafeico, forma um éster chamado
acido clorogénico (OLTHOF et al., 2001). Um litro de café fornece de 500 a 800 mg
de acido clorogénico, o que corresponde a 250 a 400 mg de acido cafeico (OLTHOF
et al., 2003). Mais de 50% dos americanos consomem café e a média per capita € de
duas xicaras por dia (SALAZAR-MARTINEZ et al., 2004).

Compostos bioativos produzidos pelo metabolismo secundario tém
demonstrado efeitos positivos na salide humana. Sua presenca em espécies vegetais
tem afetado o consumo mundial das mesmas, auxiliando na prevencédo de doencas
(JACQUES e ZAMBIAZI, 2011; RAUDONEA et al., 2017).

Os compostos fendlicos sdo um dos mais importantes constituintes vegetais,
divididos em subclasses, podem ser simples ou complexos e tém a caracteristica de

possuirem pelo menos um anel aromatico. Podem ser derivados do acido benzoico
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ou do &cido cindmico, fazendo parte deste grupo flavonoides, acidos fendlicos entre
outros (TAIZ e ZEIGER, 2004; PEREIRA et al., 2009).

Os acidos fenolicos sao hidroxilados (C6-C1), derivados de acido benzoico,
comuns no estado livre, bem como combinados como ésteres ou glicosideos como o
acido galico (PEREIRA et al.,, 2009). Os acidos hidroxicinamicos (C6-C3), mais
comuns que os acidos hidroxibenzdicos, raramente encontram-se na forma livre, mas
ocorrem frequentemente sob a forma de ésteres glicosilados (SANDHAR et al., 2011).

Os flavondides constituem uma classe de compostos polifenélicos de ampla
distribuicdo no reino vegetal. Suas estruturas sao baseadas em um nulcleo que
consiste de dois anéis fendlicos (A e B) e um anel (C) (Figura 6), que pode ser um
pirano heterociclico, como no caso de flavanéis (catequinas) e de antocianidinas, ou
pirona, como nos flavonéis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, que possuem um
grupo carbonila na posi¢cédo C4 do anel (C), compreendendo as principais classes dos
flavonoides (Figura 7) (HUBER, 2007).

Figura 6 - (A) Estrutura basica dos flavonodides e (B) Estrutura basica dos flavonéides com grupo

carbonila no C-4.
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Flavonois Flavandis
R R R R R:
Quercetina OH OH OH Catequina OH H
Kaempferol  OH H OH Epicatequina OH H
Flavonas EGC OH OH
Luteolina H OH OH ECG Galato H
Apigenina H H OH EGCG Galato OH

Antocianidinas Flavanonas
R; Ry Ry Ry Ry
Cianidina OH H Taxifolina OH OH OH
Malvidina OCH;s OCH; Naringenina H H OH
Pelargonidina H H
Isoflavonas
R Ra
Daidzeina H H
Gliciteina H OCH;
Genisteina OH H

Figura 7 — Principais classes dos flavonoides
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A atividade biolégica dos flavonoides e de seus metabdlitos depende da sua
estrutura quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura
basica permite uma série de modificacbes, tais como, glicosilacdo, esterificacéo,
amidacao, hidroxilagdo, entre outros mecanismos que irdo modular a polaridade,

toxicidade e direcionamento intracelular destes compostos (HUBER, 2007).

3.4 - Atividade antioxidante

Os estudos envolvendo compostos antioxidantes naturalmente presentes em
alimentos e a prevencdo ou controle de algumas doencas nao transmissiveis tém
chamado a atencdo da comunidade cientifica e da populacdo em geral (SUCUPIRA
et al., 2012). De modo geral, os antioxidantes podem ser definidos como moléculas
capazes de diminuir ou prevenir a oxidacdo de outras moléculas, podendo atuar em
alimentos ou em sistemas biologicos. Em alimentos, ocorrem reacdes de auto-
oxidacdo em cadeia. Em organismos vivos, encontram-se relacionados com diversas
patologias em humanos, como artrite, choque hemorragico, doencas do coracéo,
catarata, disfuncdes cognitivas, neoplasias e AIDS (BARREIROS et al., 2006).

Diversos compostos, classificados em naturais e sintéticos, possuem
reconhecida atividade antioxidante. Dentre os sintéticos mais utilizado pela industria
de alimentos, destaca-se o hidroxitolueno butilado (BHT), padréo utilizado no presente
trabalho (RUFINO et al., 2006). Sua estrutura esta representada a seguir, na Figura
8:

OH

Figura 8 - Estrutura do hidroxitolueno butilado (BHT)
Fonte: Wikipédia
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A busca por compostos bioativos com potencial antioxidante torna-se cada vez
mais crescente, devido a seus beneficios a satde humana (RAUDONEA et al., 2017).
Dentre estes, entre 0s naturais, destacam-se os compostos fendlicos, os mais
abundantes na natureza, que englobam uma vasta gama de substancias, as quais
possuem no minimo um anel aromético com um ou mais substituintes hidroxilicos.

A atuacdo desses compostos como antioxidantes ocorre por meio de
mecanismo de doacdo de hidrogénio e/ou transferéncia de elétrons para o radical
livre, sendo assim chamado de sequestradores de radicais livres. O numero de
hidroxilas presentes nos compostos fendlicos, bem como sua localizagcdo, tem
influéncia direta na sua atuagcdo como antioxidante.

As acOes antioxidantes como a captura de radicais livres, entre outras, sao
favorecidas por reacfes de oxidacao e de reducao. Substancias doadoras de elétrons
podem reagir com espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, converté-las em
compostos mais estaveis e finalizar reacfes radicalares. Nesse sentido, € importante
determinar o poder de reducdo de substancias antioxidantes, ou seja, a capacidade
gue o composto quimico tem de doar elétrons e ser oxidado, pois uma forca redutora
elevada pode indicar uma atividade antioxidante alta. O poder redutor esta
relacionado a capacidade de reduzir Fe® a Fe?*, antioxidantes que atuam por
transferéncia de hidrogénio, particularmente tiols e carotendides, nao serao
determinados.

O potencial antioxidante das espécies vegetais pode estar relacionado ao
sinergismo de compostos bioativos tais como as vitaminas C, &cidos fendlicos,
flavonoides e carotenoides (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

3.5 - Determinacgéo usando o aplicativo do celular

A determinacdo de compostos bioativos constitui uma analise de grande
interesse, visto que, esses grupos fitoquimicos possuem reconhecida atividade
antioxidante. Embora a caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos compostos
fendlicos seja efetiva quando se utilizam metdédos cromatograficos, a utilizacdo da
técnica espectrofotométrica permite uma rapida estimativa do teor total de compostos
fendlicos em determinada amostra. No entanto, muitos desses métodos sé&o

trabalhosos, envolvem equipamentos caros, consomem grandes quantidades de
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reagentes e ndo podem ser usados para analises in situ devido a sua baixa
portabilidade.

Para superar essas desvantagens, um meétodo simples e barato tem sido
recentemente utilizado em analises quimicas, empregando analise de imagem ou
baseada em imagem digital. Nesta metodologia, cameras (PAQUET-DURANT et al.,
2012), bem como scanners (SOROURADDIN et al., 2015), webcams (LYRA et al.,
2011; SANTOS et al., 2013) e celulares (INTARAVANNE et al., 2012) sao geralmente
usados para obter imagens correlacionadas a uma abordagem colorimétrica e/ou
refletancia, conforme apresentado em reacdes teste (BENEDETTI et al., 2015b).
Nesta estratégia, a intensidade da radiacdo € diretamente proporcional a
concentracdo do analito (KOHL et al., 2006). Reac¢fes colorimétricas envolvendo
testes pontuais sdo extremamente simples, rapidas e baixo custo, aplicavel a
compostos organicos e inorganicos (ZERAIK et al., 2008).

Benedetti et al., (2015a) desenvolveram um procedimento analitico simples e
de baixo custo para determinacado de sulfito em bebidas. Amostras foram submetidas
a analises baseadas na captura de imagens, utilizando decomposicao do sistema e
da imagem no vermelho, verde e azul, Modelo RGB. Lyra et al., (2009) propuseram
um método de espectrometria de emissédo digital de chama (DIB-FES) para a andlise
quimica quantitativa empregando uma webcam para capturar a imagem digital.
Monosik et al., (2015) apresentaram um simples estudo de cromatogréafia em papel
baseado em ensaio colorimétrico para a analise de constituintes de alimentos usando
uma camera de smartphone. As imagens foram avaliadas em software, a fim de obter
dados quantitativos.

O uso de cameras com dispositivo de carga acoplada (CCD), sensor e
semicondutor de 6xido de metal complementar (CMOS) foi introduzido em quimica
analitica com objetivo de se obter aquisicdo rapida de sinal, baixa estabilidade e boa
linearidade, proporcionando o desenvolvimento de novos métodos analiticos com alta
sensibilidade, robustez, e também, rapido e baixo custo de implementacdo. Esses
sensores sao capazes de converter a intensidade de luz incidente em valores digitais
para gerar resposta a partir de uma imagem baseada no modelo de cores RGB, no
qual trés matrizes sdo usadas para armazenar a informacéo (SENA et al., 2011).

As imagens digitais podem ser representadas por cores de diferentes
modelos. O modelo RGB é reconhecido como sistema de cores (LOPEZ-MOLINERO

et al., 2010). Neste modelo, vermelho, verde, e azul, as cores primarias, transmitem
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luz para exibir cor, e as outras cores sao geradas por combinacéo linear destas trés
cores, devido a aditividade do modelo utilizado. As intensidades da cor gerada séo
armazenadas em 256 niveis em uma escala de 0 a 255 para cada cor primaria (R, G
ou B), onde 0 é preto puro (0 para cada uma das 3 cores primarias) e 255 é branco
puro (mistura de 255 niveis para cada cor primaria; PACIORNIK et al., 2006).

A combinacdo de imagens digitais e colorimétricas ou métodos
cromogénicos, que podem ser analisados a partir da cor pelo modelo RGB é uma
possibilidade atual de desenvolvimento direto e rapido de determinacfes quantitativas
(LOPEZ-MOLINERO et al. 2010; SOUZA et al., 2016; PETERS et al., 2015; EVANS
et al., 2014). Neste trabalho, as imagens digitais foram adquiridas de forma
colorimétrica por meio da reacao teste local entre FeCls e quercetina e da reacao teste
local entre FeCls com ferricianeto de potassio Ks[Fe3*(CN)s] e BHT, usando o modelo
RGB. O método proposto para a determinacdo dos fendlicos totais e da atividade
antioxidante do café mostrou-se rapido, sendo uma alternativa econémica para

analise de controle de qualidade em processos industriais e / ou artesanais.
4 - METODOLOGIA
4.1 - Obtencédo das amostras de café

As amostras de café foram obtidas através de cultivos realizados por alunos da
22 série do ensino médio, da Escola Estadual de Ensino Fundamental e Médio Juvenal
Nolasco, em lavouras no municipio de Divino de s&o Lourenco, no sul do estado do

Espirito Santo. Foram coletadas amostras em diferentes estadios de maturacéao,

preparadas em graus de torrefacdo claro, médio e escuro.

4.2 - Extracao

Massas de aproximadamente 1 g das amostras de café, nos diferentes estadios

de maturacdo e graus de torrefacdo, foram pesadas separadamente, trituradas e
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submetidas a extragdo com 100 mL de etanol e agua na proporgéo de 50%. A seguir,

os extratos foram filtrados e armazenados em frascos para as posteriores analises.

4.3 - Determinacgédo de fendlicos totais

A analise colorimétrica de compostos fendlicos nas amostras de café foi
baseada nas reacfes de oxirreducdo, empregando o cloreto férrico (FeCls). O
resultado positivo é evidenciado pelo desenvolvimento de coloracdo azul ou verde
azulada, sendo as medidas realizadas a partir de um aplicativo para telefone celular
(PhotoMetrix®) em um ambiente de luz controlada. Para preparacdo da curva
analitica, foi utilizada quercetina como padréo nas concentracdes de 0, 5, 10, 15, 20,
25 e 30 mg L%, sendo que a leitura foi realizada utilizando o smartphone e o
espectrofotdbmetro de UV-Vis (A = 254 nm), tendo sido obtida uma curva analitica para
cada um dos métodos utilizados.

O preparo das amostras de café foi realizado conforme descrito para a curva
analitica, sendo que o teor de fendlicos totais foi expresso em mg equivalentes de
guercetina por g de amostra. Os resultados obtidos usando o aplicativo Photometrix®
foram comparados aos obtidos utilizando o espectrofotometro de UV-Vis de feixe
anico (Shimadzu, Mini 1240), equipado com cubeta de vidro de caminho 6ptico de 1
cm, no comprimento de onda de 294 nm. Para isso, foram realizadas andlises de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

4.4 - Avaliacdo do poder redutor

A avaliacdo do poder de reducdo do café foi realizada de acordo com a
metodologia citada por Yen e Chen (1995), com modificacfes. Foi construida uma
curva analitica utilizando as seguintes concentracdes do padrdao BHT: 0; 0,1; 0,25;
0,50; 0,75 e 1,0 mg mL™. Para isso, volumes adequados da solugéo estoque de BHT
100 mg L™ foram transferidos para tubos de ensaio de 25 mL. A estes volumes foram
adicionados: 2,5 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de Ks[Fe(CN)s] a 1%
(p/v). A mistura foi incubada a 45 °C por 20 min. A seguir, foram adicionados 2,5 mL
de acido tricloroacético a 10% (p/v) a solucao contida no tubo de ensaio, com posterior
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agitacdo. Um volume de 2,5 mL da mistura foi transferido para outro tubo de ensaio,
no qual foram adicionados 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de FeCls a 0,1% (p/v),
/sob agitacdo. A leitura das solucbes de BHT, nas diferentes concentracdes, foi
realizada usando o aplicativo Photometrix® e o espectrometro UV-Vis (A = 706 nm),
tendo sido obtidas duas curvas analiticas, uma para cada método.

Para avaliacdo do poder redutor, as amostras de café foram preparadas da
mesma forma que para a construcéo da curva analitica, destacando o fato de ter sido
utilizada uma aliquota de 1,0 mL de cada amostra. A seguir, foi realizada a leitura no
aplicativo Photometrix e no espectrofotometro UV-Vis, em triplicata.

Da mesma forma que na determinacao de fendlicos totais, testes estatisticos,
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, foram utilizados para comparar a

similaridade entre os dois métodos utilizados com um intervalo de confianca de 95%.

4.5 - Montagem do aparato para a realizacao das medidas usando Photometrix®

As reacdes do teste foram realizadas em uma placa de porcelana contendo
nove vasos de reacdo. Pipetas automaticas (Eppendorf, Alemanha) foram usadas
para transferir volumes exatos de reagentes e/ou amostras da placa de porcelana para
cubetas de analise. Os produtos colorimétricos foram fotografados com uma camera
de telefone celular Motorola G6 play com resolucdo de 13.0 MP.

Para garantir a reprodutibilidade das imagens digitais adquiridas, um aparelho
semelhante ao descrito por Benedetti et al., (2015b) foi usado com alguns ajustes. A
cabine utilizada na obtencdo de dados foi construida com dimensdes de 22 cm de
comprimento, 17 cm de largura e 23 cm de altura (Figura 9), com um suporte como
estojo onde o smartphone Motorola G6 play com resolucdo de 13 MP é colocado,
ficando em uma posicao vertical (Figura 9). No centro da face da cabine, um orificio
de 4 cm de diametro € posicionado a 12 cm da base do celular até centro da
circunferéncia (Figura 9) para posicionamento da camera. O equipamento montado
se mostrou compativel com outros modelos de aparelhos smartphones. Mais detalhes

sobre a cabine coletora podem ser vistos no apéndice A.
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Figura 9 - Equipamento utilizado para captagcdo de imagens digitais

No interior fica alojada uma placa divisoria de 21 cm de comprimento, 22 cm de
altura e 15 cm de largura (Figura 10). A 12 cm da base da placa divisoria foi aberta

uma janela de 4 cm por 3 cm (Figura 10) para a obtencédo das imagens.

Figura 10 - Interior do equipamento de captacdo de imagens digitais

Na traseira da referida placa, acima da janela de imagem, foi colocado um

suporte com um furo no centro feito com uma broca de 13 mm e que serve para colocar
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0 tubo de ensaio contendo as amostras (Figura 11). Na parte inferior da janela
instalou-se um suporte que serve de limite, de forma a garantir que o tubo de ensaio
seja colocado sempre na mesma posicao e evitando, deste modo, a alteracdo dos

dados fornecidos pela imagem.

Figura 11 - Parte do aparelho onde se localiza as amostras para obtencdo das imagens digitais

Na tampa da cabine de coleta de dados foi fixado, na parte inferior (parte interna
da cabine), um conjunto de LED (Light Emitting Diode) (Figura 12) retirado de uma
lampada de 9 Watts (Figura 12).

Figura 12 - Ld&mpada utilizada para obtencéo do led utilizado na iluminacéo do equipamento
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Ap6és fixada a placa de LED, a mesma foi ligada a um fio paralelo 2,5 mm, com
uma extensao de 3 metros e um plugue de dois pinos, para ser ligado diretamente em
tomadas mais distantes, com funcionamento em 220 ou 110 volts, uma vez que a
lampada de LED € também bivolt (100~240 volts).

Por fim, foi pintada toda a parte externa da cabine com tinta preta fosca, e a
parte interna da parede de traz foi deixada na cor branca para contraste da imagem.
A placa diviséria e os suportes ndo foram pintados, permanecendo na cor branca. A
tampa da cabine também foi pintada de preto fosco, tanto interna quanto
externamente, sendo que a tinta usada foi propria a suportar alta temperatura (600
°C), com o objetivo de evitar a queima do material, tendo em vista 0 aguecimento

intenso provocado pelas lampadas de LED.

4.6 - Aplicativo usado para coleta de dados

O aplicativo PhotoMetrix® foi utilizado para a calibracdo e para determinacao
colorimétrica de fendlicos totais e do poder redutor. O aplicativo para telefone celular
foi obtido gratuitamente no Google Play Store (HELFER, 2017).

Na interface principal do aplicativo h& opc¢des de andlise univariada e
multivariada, além de configuracdes e informacdes sobre o aplicativo. A analise
escolhida para aplicacdo no presente trabalho foi a univariada. A primeira execucéo
foi a calibracdo, onde foi adicionado o nimero de concentra¢des do padrdo para a
construcdo da curva analitica. Apds essa etapa, foi informada a concentracdo do
padrdo a ser medida e realizada a medida colorimétrica da solu¢do posicionada no
aparato. No final das medidas individuais de cada padrao, foram obtidos os resultados
para as calibracdes lineares com diferentes parametros de imagem (RGB, HSV, HSL
e HSI).

A segunda execucdao foi a medida da concentracdo na amostra a partir de um
modelo de calibracdo previamente selecionado, ou seja, a melhor curva de calibragao
com coeficientes de regressdo (R?) préximo a um. As medidas foram realizadas

semelhantemente a realizada com os padrdes. No final das leituras, o aplicativo

fornece a concentragdo do analito na amostra diluida. O celular Motorola G6 play
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equipado com camera fotografica utilizado para as medi¢ces possui resolugédo de 13
MP.

4.7 - Produtos Quimicos

Cloreto férrico hexahidratado (99 — 102%) e acido tricloroacético (= 99%)
foram adquiridos da Merck. Quercetina (= 95%) e hidroxitoluenobutilado (= 99%) foram
comprados da Sigma Aldrich. Ferricianeto de potassio (= 99%) foi adquirido da Vetec.
Etanol comercial foi adquirido no comércio local.

Solucéo estoque de quercetina (100 mg mLt) em etanol : &gua ultrapura (1:1)
foi preparada para determinacéo de fendlicos totais;

Solucao de ferricianeto de potassio 1% (p/v) em agua ultrapura foi preparada
para determinacao de fendlicos totais e da solugédo estoque de quercetina;

Solucdes de hidroxitolueno butilado (BHT) 100 mg mL™, de ferricianeto de
potassio 1% (p/v); de acido tricloroacético 10% (p/v) e de tampéo fosfato 0,2 mol L
(pH = 6,6) foram preparadas em etanol : agua ultrapura (1:1) para determinacdo da
atividade oxidante.

As solucdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade > 18,0 MQ
cm) obtida de um sistema Millipore Milli-Q (EUA).

4.8 - Tratamento de Imagem Digital

As imagens capturadas foram analisadas usando o software Photometrix®,
disponivel gratuitamente em lojas de aplicativos para smartphones. As imagens foram
processadas por este software que as decompdem em uma matriz RGB. Para isso,
um equacéo linear foi empregada de forma semelhante ao calculo de transmitancia
utilizado para reacdes colorimétricas descritas pela lei de Lambert-Beer. Nela, o sinal
(S) € obtido subtraindo do nivel maximo de intensidade cor permitido nos canais RGB
(255) o valor de intensidade da cor primaria (l) obtida durante o processamento das

imagens pelo Photometrix®, conforme Equacgéo 1:

S = 255-1
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Onde, S = sinal
I = intensidade da cor primaria obtida pelo aplicativo

255 = nivel méaximo de intensidade

4.9 — Aplicacao do trabalho como tema gerador nas aulas de Quimica do ensino
médio

No dia 14 de maio de 2019 o referido trabalho foi aplicado como tema gerador
nas aulas de Quimica para alunos do ensino médio da Escola Estadual de Ensino
Fundamental e Médio Juvenal Nolasco, localizada na cidade de Divino de Sé&o
Lourenco, Espirito Santo. Participaram da aula 18 alunos da segunda série do ensino
médio, turma 2901, e 14 alunos da terceira série, turma 3V01.

Foi solicitado anteriormente pelo professor que os alunos levassem para a
escola, no referido dia, gréos de café em diferentes estadios de maturacédo, ja que a
maioria dos alunos residem em propriedades rurais, onde a maioria de suas familias
trabalho no cultivo de café arabica para comercializacao.

Inicialmente ocorreu uma apresentacéo para 0s alunos sobre os conceitos
tedricos do trabalho, abordando assuntos como: as principais caracteristicas do cafe,
sua composicdo quimica, compostos fendlicos, atividade biolégica de compostos
bioativos e influéncia do estadio de maturacdo e grau de torrefacdo do café na
preparacao da bebida e na concentracdo de substancias em sua composi¢ao. Para
entendimento por parte dos alunos e como forma de abordar o assunto
interdisciplinarmente, a professora de Biologia da referida escola, Valquiria Polastreli,
participou da aula abordando os aspectos biol6gicos do trabalho, como os
metabolismos primarios e secundarios dos vegetais e a atividade biolégica no
organismo humano de alguns compostos quimicos presentes no café.

Posteriormente, para entendimento dos alunos sobre a utilizagdo do aplicativo
Photometrix®, sobre a importancia da calibracdo para realizacdo de determinacgéo de
compostos presentes no café e utilizacdo da cabine coletora de imagens digitais,
utilizou uma bebida ja preparada de café para constru¢cdo de uma curva analitica. A
seis tubos de ensaio foram adicionados respectivamente 0, 5, 10, 15, 20 e 25 gotas
da bebida, completando o volume de todos os tubos de ensaio com 30 gotas,

adicionando agua destilada, obtida no laboratorio da escola. As amostras foram
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inseridas na cabine coletora e as imagens digitais foram obtidas. Para cada amostra
o0 aplicativo apresentou os dados dos sinais RGB.

Em seguida os alunos prepararam os extratos através de 1 g das amostras de
café em diferentes estadios de maturacdo, com 100 mL de solucao de etanol e agua
na proporcéao de 50 %. Os extratos foram filtrados e retirou-se 2 mL, aos quais foram
adicionadas 17 gotas de solucdo de cloreto férrico (FeCls) 0,01 M, para analise
colorimétrica. As imagens digitais foram capturadas e o dados de concentracao de
compostos fendlicos foram obtidos utilizando os dados da calibracéo realizada em
laboratario.

Na sequéncia, os assuntos estudados por cada turma, foram abordados,
separadamente, nas aulas de quimica, utilizando o experimento realizado como tema
gerador. Com a turma do segundo ano foram abordados contetddos como
concentracdo, quantidade de matéria e rea¢des quimicas. E com a turma de terceiro
ano, mais focada no momento no estudo de Quimica Organica, utilizou-se projecdes
com as estruturas dos flavonoides para o estudo das cadeias carbonicas,
classificacbes dos atomos de carbono, funcgdes organicas, propriedades dos
compostos organicos, além de todo assunto abordado com a turma de segundo ano,

na forma de uma revisao.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Imagens digitais com telefone celular para determinacgées colorimétricas

Para a captura de imagens digitais, o sistema construido foi fortemente
aprimorado para garantir a confiabilidade, exatidao/precisao e reprodutibilidade dos
dados RGB obtidos. Primeiro, o melhor posicionamento do led de 9w localizado na
parede superior do compartimento foi verificado, assim como a intensidade da luz
emitida pelos potencidmetros de controle que permitem 30 mA de corrente. O melhor
posicionamento do tubo de ensaio dentro da camara é imprescindivel para reduzir
reflexos excessivos e também regides com sombras, que afetam principalmente a

repetibilidade do método DIB avaliado pelo desvio padréo relativo.
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Para isso, foram usados os canais Red (R), Green (G) e Blue (B), do
aplicativo Photometrix®, que, representam as cores primarias nas quais as demais
sdo decompostas. Apenas um corante puro foi usado para fins de calibracdo para
cada canal, porque apenas um canal apresentou maior sensibilidade que os outros.
Entdo, curvas analiticas foram construidas conforme descrito nos itens 4.3 e 4.4,
empregando os padrdes quercetina e BHT, respectivamente.

Com base nisso, o dispositivo conseguiu capturar as imagens digitais de
forma satisfatéria. Os resultados do processo de calibracdo usando os corantes séo

mostrados na Tabela 1.

5.2 - Calibracdo Colorimétrica d as Reacoes

A calibracdo para determinacdo de fendlicos totais foi realizada baseada na
reacdo de reducédo de Fe®* a Fe?* pelo composto fendlico quercetina, formando um
complexo amarelo com absorgdao em A = 294 nm. Um aumento na intensidade da cor
desenvolvida na reacdo quimica (complexo formado com a quercetina) indica uma
maior concentracao do analito de interesse (fendlicos totais) no café avaliado. Dessa
forma, a curva analitica para determinacéo de fendlicos totais em café foi construida

utilizando quercetina em diferentes concentracdes (Figura 13).

zom 25 gom
e 10gpm 15 pom,

Figura 13 - Imagem da placa de porcelana com as concentracdes de quercetina de 5 a 30 mg L

Na Tabela 1, a seguir, estdo registrados os valores das concentragbes do

padrdo quercetina e suas respectivas intensidades de cores obtidas nos canais RGB
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usando o programa Photometrix®. Esses dados foram utilizados para construgéo das
curvas analiticas referentes aos canais RGB (Figura 14).

Na coluna Blue (B), foi observado o valor de 206 para 0 mg L e de 89 para
30 mg L%, ou seja, quanto mais concentrado, menor o valor de intensidade de cor
obtida no canal Blue. No momento de fazer a leitura utilizando o smartphone é

importante observar e sempre anotar esses valores.

Tabela 1 - Padrao quercetina em diferentes concentracées (mg L) e seus respectivos valores de
intensidade de cor registrados nos canais RGB.

Quercetina (mg L) Red (R) Green (G) Blue (B)
0 207 206 206
5 201 199 183
10 187 183 160
15 167 162 135
20 167 159 127
25 144 137 108
30 124 120 89
180
160

140 y = 3,8143x + 53,786R? = 0,9876
120

100
80

Sinal

y =2,9714x + 45,286 R2=0,9913

60
40 y = 2,7357x + 42,964 R? = 0,9662
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Quercetina (mg L 1)

Figura 14 - Curvas analiticas obtidas nos canais red (R), green (G) e blue (B) para o padréo quercetina.

Avaliando as curvas analiticas (Figura 14) foi possivel perceber que, apesar
do canal B ter sido o mais sensivel as altera¢cfes de concentragdo de quercetina (curva
mais inclinada), a curva analitica por ele obtida € a menos linear que o canal R levando
em consideracgdo o coeficiente de correlacéo (R, r?> = 0,9662; G, r>=0,9913 e B, r> =

0,9876). Alem do canal G ser o segundo mais sensivel (Figura 14), a curva analitica
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nele obtida (Figura 15) apresentou a melhor linearidade e, por isso, foi utilizada para
determinacao de fendlicos totais nos extratos de café.

160
140
120
100
80
60
40
20

Sinal

y =2,9714x + 45,286 R? = 0,9913

0 5 10 15 20 25 30 35
Quercetina(mg L 1)

Figura 15 - Curva analitica obtida no canal Green (G) para o padrao quercetina.

A curva analitica para determinacao de fendlicos totais pelo tradicional método
de espectrofotometria no UV-Vis (Figura 16) foi obtida plotando um grafico contendo
no eixo x a concentracdo de quercetina (mg L) e no eixo y as absorbancias obtidas
no UV-Vis em A = 294 nm. Foram utilizadas as mesmas solu¢cdes de quercetina

preparadas para construc¢do da curva analitica usando o aplicativo Photometrix®.

0,7

0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbancia

0,2
y =0,0166x + 0,0856 R* = 0,9961

0,1

0 5 10 15 20 25 30 35
Quercetina(mg L 1)
Figura 16 - Curva analitica do padréo quercetina obtida usando o espectrometro UV-Vis.

A calibragdo para determinagcdo do poder redutor foi realizada baseada na

reacdo entre cloreto férrico (FeCls), ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) e
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hidroxitolueno butilado (BHT), gerando um complexo verde-azulado com absorgéo em

A =706 nm. A intensidade da cor desenvolvida na reacdo quimica (complexo formado)

€ diretamente proporcional a concentracdo de antioxidantes presentes no café

avaliado. As concentracdes de BHT (0,0 a 1,0 mg LY, n = 6 pontos) utilizadas na

construcéo da curva analitica e suas respectivas intensidades de cores obtidas nos

canais RGB, usando o programa Photometrix®, estao registradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Padrdo BHT em diferentes concentragfes (mg L) e seus respectivos valores de
intensidade de cor registrados nos canais RGB

BHT (mg mL 1) Red (R) Green (G) Blue (B)
0 197 196 197
0,10 188 187 190
0,25 178 177 186
0,50 164 163 171
0,75 156 152 157
1,0 140 137 147

Da mesma forma que para determinacédo de fendlicos totais, para avaliacao do

poder redutor do café também foi obtida uma curva analitica para cada canal RGB

(Figura 17) usando o aplicativo Photometrix®.
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y = 56,813x + 61,714 R? = 0,9928

y = 54,066x + 61,071 R? = 0,9863

y = 50,615x + 58,4 R2 = 0,9946

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
BHT (mg L)

Figura 17- Curvas analiticas obtida nos canais red (R), green (G) e blue (B) para o padrdao BHT

usando o aplicativo Photometrix®.

A curva analitica obtida no canal G (Figura 18) foi escolhida para determinar o

poder redutor nos extratos de café por apresentar a melhor sensibilidade em relacéo

as diferentes concentragdes de BHT quando comparada as demais (Figura 17). Além
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disso, ela apresentou uma excelente linearidade (r> = 0,9928), superior a do canal R
(r> = 0,9863) e praticamente igual a do canal B (r?> = 0,9946) (Figura 17).

140
120
100
80
60
40
20

y =56,813x + 61,714 R? = 0,9928
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
BHT (mg L)

Figura 18 - Curva analitica obtidas no canal green (G) para o padrdo BHT usando o aplicativo

Photometrix®.

A curva analitica para determinacdo do poder redutor pelo método de
espectrofotometria no UV-Vis (Figura 19) foi obtida plotando um grafico contendo no
eixo x a concentragdo de BHT (mg L) e no eixo y as absorbancias obtidas no UV-Vis
em A = 706 nm. Foram utilizadas as mesmas solu¢cdes de BHT preparadas para

construcdo da curva analitica usando o aplicativo Photometrix®.
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0,4
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Figura 19 - Curva analitica para o padrao BHT obtida usando o espectrometro UV-Vis.
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5.3 - Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante nos diferentes

estadios de maturacéo do café.

Com aplicativo PhotoMetrix® foi possivel realizar determinacfes colorimétricas
sem a necessidade de instrumentos analiticos, com a possibilidade adicional da
realizacdo de medidas in situ.

Inicialmente foi avaliada uma faixa mais ampla de concentracdo dos padrdes
quercetina e BHT de forma a estabelecer a regido linear para calibracdo. Apds
calibracdo, conforme descrito no item 5.2, a determinacédo de fendlicos totais e da
atividade antioxidante nos extratos de café foi realizada através da captura de
imagens com smartphone, seguida pela decomposicao das cores obtidas, a partir das
imagens, nas cores primarias vermelho (R), verde (G) e azul (B), usando o aplicativo
Photometrix®.

Trabalhos semelhantes utilizando imagens digitais com telefone celular para
determinacdes colorimétricas foram realizadas com diversas amostras, tais como
vinho, dguas minerais e solo (TORRES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; NETO et
al., 2016). Por ser um método simples e de baixo custo, a aquisicdo de imagens
digitais por smartphone foi utilizada no estudo para classificacdo de dguas minerais.
As medidas foram realizadas diretamente sobre a amostra, baseando-se na reagao
de complexacdo entre ions metalicos constituintes das amostras e reagentes
colorimétricos que, posteriormente, foram analisadas pela decomposicdo de suas
cores com o sistema RGB, (NETO et al., 2016). O mesmo sistema RGB foi utilizado
em pesquisas para classificagdo de solos contaminados com diferentes teores de
cromo em baixas concentracdes (OLIVEIRA et al.,, 2013). Torres e colaboradores
(2011) utilizaram webcam para aquisicdo de imagens para determinacao de acidez
em vinho em titulacdo acido-base.

Na Tabela 3, a seguir, constam os valores das intensidades de cores obtidas
pelo aplicativo Photometrix® nos canais RGB para determinacéo de fendlicos totais
nas amostras de café vermelho, amarelo e verde. Tais valores foram subtraidos de
255 (nivel de intensidade de cor maximo permitido nos canais RGB) e os resultados
foram substituidos na equacao da reta obtida no canal G (y = 2,9714x + 45,286 R2 =
0,9913) para determinagédo da quantidade de fendlicos totais presentes nos extratos

de café. O mesmo procedimento foi realizado com os dados das Tabelas 4-6.
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Tabela 3 - Intensidades de cor obtidas nos canais RGB para os extratos de café (vermelho, amarelo
e verde) usando o aplicativo Photometrix®.

Café vermelho Red (R) Green (G) Blue (B)
1 196 192 167
2 176 174 171
3 183 182 171

Café amarelo Red (R) Green (G) Blue (B)
1 185 194 176
2 183 184 176
3 185 184 176

Café verde Red (R) Green (G) Blue (B)
1 186 186 182
2 186 188 181
3 192 191 184

Tabela 4 - Teor fendlicos totais no café vermelho determinados usando o App e o UV-Vis

Café vermelho Absorbancia  App (mg 100 g?) UV-Vis (mg 100 g*?)

1 0,484 733,90 734,67

2 0,483 721,57 733,07

3 0,484 724,31 734,67
Média 726,59 *+ 6,47 734,14 + 0,92

Tabela 5 - Teor de fendlicos totais no café amarelo determinados usando o App e o UV-Vis

Café amarelo  Absorbancia App (mg 100 g1) UV-Vis (mg 100 g?)

1 0,467 699,83 679,18

2 0,468 691,87 680,71

3 0,467 699,26 679,18
Média 696,99 + 4,44 679,69 + 0,88

Tabela 6 - Teor de fendlicos totais no café verde determinados usando o App e o UV-Vis

Café verde  Absorbancia  App (mg 100 g?) UV-Vis (mg 100 g*?)

1 0,420 554,08 562,04

2 0,420 538,17 562,04

3 0,420 559,36 562,04
Média 550,54 + 11,03 562,04 + 0,00

5.4 - Influéncia da torrefagéo sobre o teor de fendlicos totais do café.

Na Tabela 7, estdo registradas as absorbancias e as quantidades de fendlicos
totais encontradas nos extratos de café com diferentes tipos de torrefagédo, obtidas

pelo aplicativo de smartphone e pelo espectrofotdmetro UV-Vis, respectivamente.
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Pode-se observar que os valores de fendlicos totais obtidos pelo aplicativo sdo muito
proximos dos obtidos pelo espectrofotdmetro, o que permite utilizar o aplicativo para
determinacdo deste parametro em amostras de café, submetidas a diferentes

processos de torrefacao.

Tabela 7 - Teor de compostos fendlicos totais no café de acordo com a torrefagao

Café Absorbancia (mg quercetina 100g™) (mg quercetina 100g™)
(torrefacédo leve) App UV-Vis
1 0,449 633,5 634,8
2 0,448 632,1 632,1
3 0,449 632,1 634,2
Média 632,87 + 0,71 633,70+ 1,42
Café Absorbancia (mg quercetinal00g™) (mg quercetina 100g™)
(torrefacdo média) App UV-Vis
1 0,418 534,29 532,06
2 0,418 518,44 522,06
3 0,418 539,08 536,06
Média 530,60 + 10,80 530,06 + 7,21
Café Absorbancia (mg quercetina 100g™) (mg quercetina 100g™)
(torrefacéo forte) App UV-Vis
1 0,376 447,12 446,01
2 0,373 443,53 449,29
3 0,376 443,63 445,09
Média 444,76 £ 2,04 446,80 + 2,21

O maior teor de fendlicos totais (632,87 + 0,71 — app) foi encontrado no café
submetido ao processo de torrefacdo clara. A medida que se aumenta o grau de
torrefacdo, o teor de fendlicos diminui gradativamente, conforme observado na Tabela
7 (530,60 + 10,80 e 444,76 + 2,04 mg quercetina/100g de café submetido a torrefacao
média e clara, respectivamente). Esses resultados mostram que o processo de torra
tem influéncia direta na composicdo quimica do café.

Estudos relatam que a qualidade da bebida, vem sendo afetada pelo
procedimento de torrefacdo, alterando a composicdo quimica dos grdos e seus
compostos antioxidantes, pois durante este processo ocorrem transformacoes de
diferentes constituintes quimicos (PARLIAMENT et al., 2000; NARITA e INOUYE,
2011). Além disso, ocorre degradacgéo do acido clorogénico (CLIFFORD, 2000).

Na Tabela 8, a seguir, constam os valores das intensidades de cores obtidas
pelo aplicativo Photometrix® nos canais RGB para determinagéo de fendlicos totais
nos extratos de café submetidos ao processo de torrefacao clara, média e escura. Da

mesma forma que na avaliagéo do teor de fendlicos em café, nos diferentes estadios
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de maturacdo, esses valores foram usados para determinar o sinal fornecido pelo
canal G e os resultados foram substituidos na equacao da reta obtida no referido canal
(y = 2,9714x + 45,286, R2 = 0,9913) para determinacao da quantidade de fendlicos

totais presentes nos extratos de café (Tabela 7).

Tabela 8 - Intensidades de cor obtidas nos canais RGB para os extratos de café submetidos ao
processo de torrefacdo clara, média e escura usando o aplicativo Photometrix®.

Café Red (R) Green (G) Blue (B) (mg quercetina 100g™)
(torrefacéo forte) App
1 180 181 186 447,12
2 182 184 187 443,53
3 179 188 187 443,63
Café Red (R) Green (G) Blue (B) (mg quercetina 100g™)
(torrefacdo média) App
1 184 180 183 534,29
2 182 188 184 518,44
3 185 182 183 539,08
Café Red (R) Green (G) Blue (B) (mg quercetina 100g™)
(torrefacédo leve) App
1 175 173 179 633,5
2 170 170 177 632,1
3 172 177 178 633,0

5.5 — Determinacado do poder redutor nas amostras de café

As atividades antioxidantes dos componentes naturais podem ter uma
correlacdo reciproca com sua capacidade de reducdo (DUH, 1998). O método
baseado na reducdo de Fe*3 a Fe?* foi utilizado para determinar o poder redutor e
avaliar a atividade antioxidante de café, ou seja, a capacidade dos constituintes
fenolicos do café de reduzirem Fe*2 a Fe?* formando um complexo colorido com Fe*2.
Os resultados da atividade antioxidante, de acordo com o grau de maturacéo de café,

podem ser observados na Tabela 9.



Tabela 9 - Valores obtidos da avaliacdo do poder redutor de café nos diferentes estadios de

maturacao
Amostra Poder redutor (mg g?)
Café T - N I A
vermelho UV-Vis (mg g+) App* (mg g™) Absorbancia
1 32,80 32,68 0,180
2 31,80 32,70 0,180
3 33,00 31,94 0,181
Média 32,56 + 0,86 32,44 + 0,43 0,181
Café L R * " A
amarelo UV-Vis (mg g™) App* (mg g™) Absorbancia
1 30,67 30,29 0,150
2 30,67 30,46 0,150
3 30,96 29,93 0,151
Média 30,77 +0,17 30,23 + 0,27 0,150
Café \/i -1 * -1 A i
Verde UV-Vis (mg g*) App* (mg g™) Absorbancia

1 27,63 28,57 0,130

2 27,95 26,90 0,131

3 27,63 27,42 0,130
Média 27,79+0,18 27,16 £ 0,85 0,130
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Na Tabela 10, constam os valores de intensidades de cores obtidas na

avaliacdo do poder de reducéo do café em diferentes estadios de maturacdo. Esses
valores foram utilizados para determinar o sinal referente ao potencial redutor
presente nos extratos de café avaliados. A seguir, tais valores foram substituidos na
equacdo da curva analitica G (y = 56,813x + 61,714 R2 = 0,9928) selecionada,
anteriormente, para determinacdo do poder redutor nos extratos de café avaliados

usando o Photometrix®.

Tabela 10 - Intensidades de cores obtidas nos canais RGB pelo aplicativo Photometrix® nos extratos

de café em diferentes niveis de maturagéo

Café vermelho Red (R) Green (G) Blue (B)
1 196 192 167
2 176 174 171
3 183 182 171

Café amarelo Red (R) Green (G) Blue (B)
1 185 194 176
2 183 184 176
3 185 184 176

Café verde Red (R) Green (G) Blue (B)
1 186 186 182
2 186 188 181
3 192 191 184
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O café vermelho apresentou maior poder redutor (32,44 + 0,43 - App), embora
a diferenca ndo tenha sido significativa entre os estadios de maturacdo avaliados
(30,23 £ 0,27 e 27,63 + 0,85 mg de antioxidante/g de café amarelo e verde,
respectivamente). As propriedades antioxidantes do café tém sido relacionadas a
presenca dos acidos clorogénicos (ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012; GAWLIK-DZIKI et
al., 2014; STALMACH et al., 2006). No entanto, deve-se considerar que o potencial
antioxidante das espécies vegetais pode estar relacionado ao sinergismo de uma
ampla variedade de compostos bioativos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

A atuacao dos compostos fendlicos como antioxidantes ocorre por meio de do
mecanismo de doac¢do de hidrogénio e/ou transferéncia de elétrons para o radical
livre, sendo assim chamado de sequestradores de radicais livres. O numero de
hidroxilas presentes nos compostos fendlicos, bem como sua localizacdo, tem
influéncia direta na sua atuacéo como antioxidante (BALASUNDRAM et al., 2006).

As acOes antioxidantes como a captura de radicais livres, entre outras, sao
favorecidas por reacdes de oxirreducdo. Substancias doadoras de elétrons podem
reagir com espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, converté-las em compostos
mais estaveis e finalizar reagdes radicalares. Nesse sentido, € importante determinar
o poder de reducdo de substancias antioxidantes, ou seja, a capacidade que o
composto quimico tem de doar elétrons e ser oxidado, pois uma forca redutora
elevada pode indicar uma elevada atividade antioxidante (BERKER, 2007). O poder
redutor esta relacionado a capacidade de reduzir Fe3* para Fe?*, antioxidantes que
atuam por transferéncia de hidrogénio, particularmente tiols e carotenoides, ndo serao
determinados (ROGINSKY e LISSI, 2005).

Além do estadio de maturacdo, o grau de torrefacdo também influencia na
atividade antioxidante. Os resultados da determinacéo da atividade antioxidante do
em café, submetido a diferentes niveis de torrefacdo, realizada no presente estudo,
estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores do poder redutor de acordo com a torrefagao do grao de café

Café (torrefacéo

o UV-Vis (mg g?) App* (mg g?) Absorbancia

1 53,67 53,62 0,220

2 53,42 52,85 0,222

3 53,67 53,62 0,220

Média 53,59 +0,14 53,36 + 0,44 0,220
Cafen(qt(cé)(rjrizl;agao UV-Vis (mg g}) App* (mg g1) Absorbancia

1 29,99 29,93 0,127

2 30,36 30,26 0,128

3 29,99 32,02 0,127

Média 30,11 £0,21 30,74 1,12 0,127
e e UV-Vis (mg g?) App* (Mg g*) Absorbancia

escura)

1 27,21 27,27 0,124

2 27,55 25,69 0,125

3 27,21 28,88 0,124

Média 27,32 £0,20 27,28 1,60 0,124

Na Tabela 12, constam os valores de intensidades de cores obtidas na

avaliacdo do poder de reducéo do café submetido a torrefacdo em diferentes niveis

(clara, média e escura). Esses valores foram utilizados para determinar o sinal

referente ao potencial redutor presente nos extratos de café avaliados. Assim como

na avaliacdo do potencial redutor devido aos diferentes estadios de maturacao, os

sinais obtidos na avaliacdo do poder de reducéo nos diferentes tipos de torra de café

foram substituidos na equacédo da curva analitica obtida no canal G (y = 56,813x +

61,714 R2 = 0,9928), para determinacdo do poder redutor nos extratos de café

avaliados usando o Photometrix®.
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Tabela 12 — Intensidades de cores obtidas nos canais RGB pelo aplicativo Photometrix® nos extratos
de café submetidos aos diferentes niveis de torrefacéo

Café

-1
(torrefacdo clara) Red (R) Green (G) Blue (B) App (mg g™)

1 146 142 147 53,62

2 146 144 148 52,85

3 147 142 147 53,62
Média 53,36 + 0,44

Café (torrefacdo média) Red (R) Green(G) Blue (B) App (Mg g?)

1 184 193 175 29,93

2 182 183 174 30,26

3 180 181 172 32,02
Média 30,72+1,12
Café

-1
(torrefagio escura) Red (R) Green(G) Blue(B)  App(mgg)

1 184 183 181 27,27

2 185 187 182 25,69

3 191 190 179 28,88
Média 27,28 + 1,60

Na torrefacéo clara foi encontrado o maior valor de poder redutor (53,36 + 0,44
mg g* de café — App), ja nas torrefagbes média e escura os valores foram menores
(30,74 £ 1,12 e 27,28 £ 1,60 mg g* de café — App, para torrefacdo média e escura,
respectivamente). Os resultados expressos estdo de acordo com Dos Santos et al.
(2007), que também observaram, em seu trabalho, que as amostras de café com grau
de torrefacdo claro foram as que apresentaram maior poder redutor.

Varios estudos relatam sobre o potencial antioxidante do café. Essa
potencialidade esta relacionada a composicdo quimica que muitas vezes é
transformada e degradada durante o processo de torrefacdo. Dentre os compostos
mais relatados na literatura, destacam-se os fendlicos, bem como os acidos
clorogénicos (VIGNOLI et al., 2011). A relacdo entre o grau de torra do café e sua
capacidade antioxidante varia de acordo com a espécie de café e condi¢cdes da
torrefacdo (SCHWARZ et al., 2001). Segundo Narita e Inouye (2011), os acidos
fendlicos vao sendo progressivamente destruidos e transformados durante o processo
de torrefacédo, originando produtos que podem exibir atividade antioxidante.

Outros pesquisadores também verificaram que a capacidade antioxidante da
bebida preparada com graos de café submetidos a torracéo foi o dobro daquela de

graos verdes nao torrados (STALMACH, 2006). Apesar do aumento do poder redutor
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com a torrefacdo, as amostras de grau escuro apresentaram menor poder redutor que
as amostras com grau de torrefacdo claro, provavelmente devido ao diferente
conteudo de fendlicos nessas amostras, particularmente reduzidos apos a torrefacéao
(TRUGO e MACRAE, 1984). Esses resultados corroboram com os encontrados neste
presente estudo. Além disso, a propriedade antitumoral de extratos de borra de café
tem sido relatada na literatura (RAMALAKSHMI et al., 2009).

5.6 - Aplicacao do projeto como tema gerador no ensino médio

No dia 14 de maio de 2019 foi realizado uma aula de quimica com as turmas
de segundo e de terceiro ano de ensino médio da escola EEEFM Juvenal Nolasco,
com base neste trabalho.

Para o teste realizado com a bebida de café preparada, o aplicativo apresentou
o gréfico com a curva analitica, em que o sinal mais sensivel foi obtido pelo canal
Green (y = 7,587x + 53,723, R2 = 0,977). Essa prética facilitou a compreensdo por
parte dos alunos da importancia da calibracdo para determinacdo de compostos em
uma amostra, possibilitando a eles relacionar a coloracdo da amostra com sua
concentragao.

Apbés compreensdo da metodologia a ser desenvolvida, partiu-se para a
determinacdo dos compostos fendlicos, através das amostras de grédos de café em
diferentes estaddios de maturacédo (Figura 20), fornecidas pelos alunos, das quais

foram preparados os extratos pelos mesmos, conforme Figura 21.

Figura 20 - Graos de café colhidos pelos alunos em diferentes estadios de maturacéo
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Figura 21 — Preparacao do extrato por parte dos alunos

Na sequéncia utilizaram a solucdo de cloreto férrico para a determinacéo da
concentragéo de flavonoides nas amostras, usando a cabine coletora de imagens e
um celular Motorola G6 play, 13 MP de resolucéo, para captura das imagens digitais,

conforme Figura 22.

Figura 22 - Cabine de coleta de imagem digital sendo utilizada pelos alunos

Depois de todo processo, foram apresentados aos alunos os resultados deste
e de outros trabalhos, que demonstram que a maturacdo do grédo e o processo de
torrefacdo tem influéncia direta na concentracdo de flavonoides presentes no café.

Entéo, os alunos relataram suas experiéncias sobre os processos de catacao do café,
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da escolha realizada pelas empresas que negociam este produto e com relagao ao
valor final pago por essas empresas ao produtor. Os alunos também relacionaram
todo processo aos diferentes sabores que a bebida apresenta, de acordo com a
maturacao do grao de café e seu processo de torrefacdo. Eles disseram que ja haviam
percebido essa diferenciacdo, mas que ndo tinham conhecimentos tedricos mais
elaborados para explicar tal observacéo.

Tal experiéncia foi enriquecedora, pois possibilitou uma interacdo maior por
parte dos alunos, que se mostraram mais interessados em manipular todos os
aspectos do experimento, em falar sobre suas experiéncias e mais curiosos em
entender aspectos técnicos sobre 0 assunto em questao, relacionando teoria e pratica,
contextualizadas com o dia a dia dos estudantes.

A experiéncia também possibilitou uma atividade multidisciplinar, com a
presenca da professora de Biologia Valquiria Polastreli, que enriqgueceu todo
conhecimento sobre a estrutura vegetal, metabolismos primario e secundario das
células vegetais e sobre o0 aspecto antioxidante e demais funcdes dos flavonoides nos

seres humanos.

6 - CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, um novo método para determinacao de composto fendélicos e
da atividade antioxidante em café foi desenvolvido. Neste método, dois testes simples
foram utlizados, para determinar fendlicos através da reacdo da quercetina com
cloreto férrico e também para avaliar poder redutor envolvendo ferricianeto, BHT e
cloreto férrico. Um CCD de celular foi usado como detector, assim como o canal G
para analise de imagens.

Os resultados mostraram que o método é uma alternativa eficaz e econémica
a determinacdo de compostos fenodlicos e de poder redutor em café, dispensando a
utilizacdo de um aparelho espectofotometro. O método € simples, preciso e com
reduzido consumo de amostras e de reagentes quando comparado a outros métodos
tradicionais relatados na literatura, reduzindo, assim, o impacto ambiental.

Além disso, o método é perfeitamente aplicAvel em sala de aula com
complemento ao estudo de reacdes quimicas e sua insercdo multidisciplinar nas

disciplinas de Quimica, Fisica, Matematica e de Biologia.
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8 - APENDICE

Apéndice A — Cabine coletora de dados.
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