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RESUMO GERAL

A fim de eliminar graos defeituosos do mercado interno, ha uma necessidade de
propostas alternativas mais atraentes para o0s produtores de café. O objetivo deste
estudo foi avaliar a composi¢do quimica e bioatividade de grdos oriundos de
frutos imaturos (defeito verde) e o efeito dos grdos crus sobre o metabolismo
energético de camundongos obesos e eutr6ficos. Foram utilizados grdos de
frutos colhidos no estadio cereja (maduros) e estadio verde (imaturos). Para
avaliacdo da bioatividade do material de alto peso molecular, os grdos foram
torrados e foi feito o fracionamento em etanol. Foram avaliados: a composic¢éo
centesimal, os teores de cafeina, os compostos fenodlicos totais, 5-ACQ e a
atividade antioxidante (DPPH-1C50). Para o ensaio in vivo, 0s animais foram
divididos em quatro grupos - Eutréfico: alimentados em uma dieta padrdo AIN-
93; Eutrofico café: alimentados em uma dieta padrdo AIN-93 + 1,0% de defeitos
verdes; Obeso: alimentados com uma dieta rica em gordura para induzir
obesidade; Obeso café: alimentados em uma dieta rica em gordura para induzir a
obesidade + 1,6% de defeitos do café verde. Sangue, tecidos adiposos branco
(epididimo e subcutaneo) e marrom, figado e madsculo gastrocnémio foram
coletados e pesados. Os paramétros bioquimicos foram dosados no soro e 0s
teores de lipidios totais, triacilglicerol e colesterol total foram dosados também
no figado. Apos oito semanas de tratamento, os animais foram submetidos a
medi¢do do consumo de oxigénio. Para avaliagdo da atividade antioxidante in
vivo, foram dosados os niveis de hidroper6xidos, MDA, SOD e catalase no
tecido adiposo e figado dos animais. O conteldo de carboidratos, lipidios e
macrominerais nao diferiram entre as duas amostras analisadas. Os graos
defeituosos apresentaram quantidades consideraveis de compostos bioativos e
atividade antioxidante in vitro. Os grdos defeitos verdes foram capazes de
aumentar o gasto energético e reduzir a massa gorda e 0 aumento de peso
ponderal dos animais obesos. A atividade antioxidante in vivo dos gréos foi
comprovada pelo aumento da atividade da enzima catalase no tecido adiposo dos
animais eutrdficos. Para avaliar a bioatividade do material de alto peso
molecular (HMWM) dos gréos torrados, foram feitas caracterizagfes quanto aos
teores de: acucares e ligagOes glicoliticas, proteinas, melanoidinas, 5-ACQ e
cafeina (fracbes de HMWM) e avaliada a atividade antioxidante (DPPH-IC 50).
O material de alto peso molecular (HMWM) do defeito verde possui
composicdo quimica semelhante a0 HMWM do café e expressiva capacidade
antioxidante.

Palavras-chave: Defeitos. Termogénico. Alto peso molecular. Melanoidinas.
Antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

In order to eliminate defective grains from the internal market, there is a need
alternative proposals more attractive to coffee producers. The objective of this
study was to evaluate the chemical composition and biodiversity of grains
originated from immature fruits (green defect), as well as the effect of raw grains
over the energetic metabolism of obese and eutrophic mice. Grains harvested in
the cherry (mature) and green (immature) stages were used. For the evaluation
of biodiversity of the high molecular weight material, the grains were roasted
and fractioned in ethanol. We evaluated the centesimal composition, content of
caffeine, total phenolic compounds, 5-ACQ, and antioxidant activities (DPPH-
IC50). For the in vivo trial, the animals were divided into four groups: Eutrophic
— fed a standard diet AIN-93; Eutrophic coffee — fed a standard diet AIN-93 +
1.0% of green defects; Obese — fed a diet rich in fat to induce obesity; Obese
coffee — fed a diet rich in fat to induce obesity + 1.6% of green defect. Blood,
white (epididymis and subcutaneous) and brown fat tissue, liver and
gastrocnemious muscle were collected and weighed. The biochemical
parameters were dosed in serum, and the contents of total lipids, triacylglycerol
and cholesterol were dosed in the liver. After 8 weeks of treatment, the animals
were submitted to the measuring of oxygen consumption. For evaluating the
antioxidant activity in vivo, the levels of hydroperoxides, MDA, SOD and
catalase in the fat tissue and liver were dosed. The contents of carbohydrates,
lipids and macrominerals did not differ between the two analyzed samples. The
defective grains presented considerable amounts of bioactive compounds and
antioxidant activity in vitro. The green defect grains were capable of increasing
the energy expense and reducing the fat mass, as well as the increase in ponderal
weight of the obese animals. The in vivo antioxidant activity of the grains was
proven by the increase of the activity of enzyme catalase in the fat tissue of the
eutrophic animals. To evaluate the bioactivity of the high molecular weight
material (HMWM) of the roasted grains, a characterization regarding the
contents of sugars and glycolytic bonds, proteins, melanoidins, 5-ACQ and
caffeine (HMWM fractions) was performed, and the antioxidant activity (DPPH-
IC 50) was evaluated. The high molecular weight material (HMWM) of the
green defect presented chemical composition similar to the HMWM of the
coffee and expressive antioxidant capacity.

Keywords: Defects. Thermogenic. High molecular weight. Melanoidins.
Antioxidant.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo devido as
suas caracteristicas sensoriais peculiares. Os efeitos estimulantes e 0s possiveis
beneficios a saude atribuidos ao produto tém colaborado para o aumento do
consumo entre os brasileiros.

A bebida aumenta a capacidade de trabalho fisico e mental, do estado de
alerta, vigilia e memoria. Pesquisas apontam também um efeito benéfico do café
no desenvolvimento de determinadas doencas como diabetes tipo 2,
dislipidemias, asma, doenca de Parkinson e Alzheimer (ALVES; CASAL,;
OLIVEIRA, 2009; DOREA; COSTA, 2005; SANTOS; LIMA, 2016).

Além disso, estudos tém comprovado o efeito termogénico do café,
exercido pelos compostos bioativos presentes nos grdos, capazes de estimular a
lipdlise, mobilizando gordura dos tecidos (ONAKPOYA; TERRY; ERNST,
2011). Todos estes beneficios podem estar associados a potente capacidade
antioxidante do café, que se deve a presenca de um conjunto de substancias tais
como a cafeina, compostos fendlicos e produtos formados com a torragdo como
as melanoidinas.

Em funcdo destes resultados, uma variedade de produtos a base de gréos
crus e torrados tém sido desenvolvidos e utilizados principalmente como
suplemento alimentar. O conhecimento sobre a composi¢do quimica e efeitos na
salde humana de gréos de café com menor valor de mercado, como o defeito
verde, pode significar uma alternativa para a utilizacdo destes grdos pelas
inddstrias alimentar e farmacéutica.

Os graos classificados como “defeito verde” sdo oriundos de frutos
imaturos do cafeeiro e apresentam a pelicula prateada aderida aos grdos. As

principais causas de aparecimento desses grdos estdo associadas com a
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realizacdo da colheita em uma Unica etapa (GONCALVES, 2006). Estes grdos
juntos com os pretos e ardidos respondem por cerca de 20% da producédo
brasileira e sdo os defeitos que mais afetam a qualidade da bebida.

Devido a elevada producgdo, a maioria das indUstrias mistura 0s graos
defeituosos aos de boa qualidade (FRANCA et al., 2005). Dessa maneira,
fazem-se necessarias propostas mais atraentes para os produtores de café para
minimizar essa préatica.

Neste sentido, com este estudo objetivou-se avaliar a composicao
quimica e bioatividade de grdos oriundos de frutos imaturos (defeito verde) e de
grdos de café sadios, crus e torrados. Além disso, foi avaliado o efeito dos grédos
crus sobre o metabolismo energético de camundongos tratados com dieta
hiperlipidica (obesos) e em camundongos tratados com dieta padrdo (ndo

obesos).
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2REFERENCIAL TEORICO
2.1 Consumo de café

O Brasil é o0 segundo maior consumidor de café, atras apenas dos EUA.
No consumo por habitante, os maiores consumidores mundiais s&o Finlandia,
Noruega e Dinamarca (HECKMAN; PINTO; SAVELYEV, 2013). Os
brasileiros estdo consumindo mais xicaras de café por dia e diversificando as
formas da bebida durante o dia (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE CAFE - ABIC, 2016).

O comportamento dos consumidores tem sido o de valorizar os produtos
com melhor qualidade, certificados e sustentaveis. O consumo de café no Brasil
mostrou um leve acréscimo em 2015. A recuperagdo de +1,24% em 2014,
atingindo 20,333 milhdes de sacas, foi seguida de um novo aumento de 0,86%
nos doze meses compreendidos entre novembro/2014 e outubro/2015,
completando 20,508 milhdes de sacas (ABIC, 2016).

O consumo per capita também aumentou ligeiramente, passando a 4,90
kg/habitante.ano de café torrado e moido (6,12 kg de café cru em gréo), o
equivalente a 81 litros/habitante.ano. Enquanto o consumo total registrou
aumento médio de 0,86%, o volume exclusivo das empresas associadas da
ABIC, acusou o crescimento de 1,33% (ABIC, 2016).

2.2 Classificacéo do café

A valorizacdo da qualidade do café é uma antiga preocupacao que levou
os setores ligados a atividade cafeeira, no Brasil, a elaboracdo de normas de
classificacdo em 1917 (REIS; CUNHA; CARVALHO, 2011). A classificacdo é
essencial na comercializacdo do café, pois a partir da analise dos graos é que sao
definidos os valores financeiros do produto (GONCALVES, 2006).

A qualidade do café é determinada, principalmente, com base em duas

formas de classificacdo. A primeira é através de uma classificacédo fisica, em que
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0s grdos sdo classificados de acordo com a forma e tamanho (classificacdo por
peneira) e pela presenca de defeitos (classificacdo por tipo). A segunda
classificacdo € pela bebida, através da conhecida prova de xicara, realizada por
provadores treinados que conseguem distinguir diferentes padrGes de bebida
(REIS; CUNHA; CARVALHO, 2011).

Na classificacdo fisica por peneira, consideram-se o tamanho e o
formato dos grédos que sdo avaliados na passagem de uma amostra de café em
um jogo de peneiras de crivos redondos e ou alongados. Esta descricdo é
fundamental nas etapas de beneficiamento, rebeneficiamento e na classificacdo
comercial do café. Ja a classificacdo quanto ao tipo, leva em consideragdo seu
aspecto e quantidade de defeitos. Nesta classificagcdo, sdo analisados graos
defeituosos e impurezas em uma amostra de 300 g de café beneficiado
proveniente de saca de 60 kg (Tabela 1), sendo que estes possuem valores
variaveis, pelos quais recebem a classificacdo nos tipos 2 a 8 (REIS; CUNHA;
CARVALHO, 2011).

Tabela 1 - Equivaléncia de grdos imperfeitos e impurezas.

Tabela oficial para classificacdo de cafés em tipos negociaveis no Brasil
(classificacdo por defeitos em latas de 300 gramas)

Gréaos imperfeitos e impurezas Defeitos

[ERN

1 grdo preto
1 pedra, pau ou torréo grande
1 pedra, pau ou torréo regular
1 pedra, pau ou torrdo pequeno

1 coco

1 casca grande

2 ardidos

2 marinheiros

2 a 3 cascas pequenas

2 a 5 brocados

3 conchas

5 verdes

5 quebrados

5 chochos ou mal granados

PR RRRPRPRRRERRERNO
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2.3 Defeitos do café

Os defeitos podem ser classificados de acordo com a natureza: intrinseca
ou extrinseca. Os defeitos de natureza extrinseca sdo os elementos estranhos ou
materiais diferentes dos grdos de café incorporados durante a colheita, como
cascas, paus, pedras e torres, também conhecidos como impurezas. Os defeitos
de natureza intrinseca aparecem devido a colheita, conducdo inadequada de
processos durante a lavoura e pds-colheita.

O café natural produzido no Brasil apresenta um padrdo de qualidade
extremamente variavel. Nos cafeeiros, ocorrem mais de uma floracéo, e ao longo
de toda colheita, apresentam frutos em diferentes estadios de maturacdo. No
inicio da colheita, predominam um maior porcentual de frutos verdes e cereja, e
no final, frutos passas e secos. O sistema tradicionalmente utilizado para a
colheita do café resulta, entdo, em um produto desuniforme em razdo da
heterogeneidade da maturacdo dos frutos. O café, em geral, é colhido quando a
porcentagem dos frutos verdes esta em torno de 15-20% e o teor de dgua em
torno de 55 a 60%.

Dessa forma, ocorrerdo frutos em diferentes estadios de maturacéao e,
portanto, frutos com diferentes teores de agua. Se por um lado, nas colheitas
tardias, os frutos secos podem ter sofrido alguma fermentagéo indesejavel, nas
colheitas antecipadas, os frutos verdes irdo resultar em defeitos verdes e preto-
verdes depreciando o aspecto, o tipo e a bebida de café.

Os principais defeitos do café sao:

a) Grdos verdes: grdo imaturo, com pelicula prateada aderida, com
sulco ventral fechado e de coloracdo verde em tons diversos;

b) Graos pretos: grdo ou pedaco de grao de coloracdo preta opaca;
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c) Grdos ardidos: grdo ou pedaco de grdo que apresenta a coloracao
marrom, em diversos tons, devido a acdo de processos
fermentativos;

d) Gréos preto-verdes: grdo preto que se apresenta brilhante devido a
aderéncia da pelicula prateada;

e) Grdos mal granados: grdo com formacdo incompleta apresentando-
Se com pouca massa e, as vezes, com a superficie enrugada;

f) Gréos conchas: grdo em forma de concha, resultante da separacédo
de grdos imbricados oriundos da fecundacao de dois dvulos em uma
Unica loja de ovario;

g) Gréos quebrados: pedaco de grédo, de forma ou tamanho variavel;

h) Grdos brocados: grdo danificado pela broca do café, apresentando
um ou mais orificios limpos ou sujos (REIS; CUNHA,
CARVALHO, 2011).

Os grdos pretos, verdes e ardidos representam 20% da producdo
brasileira e sdo considerados como os piores defeitos. Estes tipos de gréos,
normalmente, ndo sdo vendidos no mercado internacional, sendo separados.
Dessa forma, na tentativa de diminuir as perdas, a maioria das indistrias no
Brasil mistura os gréos defeituosos aos de boa qualidade. Porém, esta mistura
afeta negativamente a qualidade da bebida consumida (FRANCA et al., 2005).

2.4 Defeito Verde

Os grios classificados como “defeito verde” sdo oriundos de frutos
imaturos do cafeeiro e apresentam a pelicula prateada aderida aos grdos. Neste
tipo de grdo, as paredes da célula e a estrutura interna nao estdo totalmente
desenvolvidas, pois sdo provenientes de colheitas antes do amadurecimento

(grdos imaturos) e causam 0 aumento da adstringéncia da bebida
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(GONGCALVES, 2006). Chagas (1994) afirma que os grdos colhidos no estadio
cereja apresentaram “bebida padrdo mole”, ja os frutos quando colhidos verdes
ou secos apresentaram “bebida dura”. Estes resultados podem estar relacionados
com o elevado teor de compostos fenolicos destes grdos. Mazzafera (1999)
observou maiores teores de compostos fenélicos em grédos imaturos.

Estes grdos, dependendo das condi¢cdes de secagem, produzem os graos
preto-verdes. Os grdos imaturos, comparado com os grdos pretos e ardidos,
apresentam menor indice de contaminacdo flngica podendo ser utilizados pela

indastria farmacéutica e alimenticia.
2.5 Composicéo quimica dos graos de café crus

A composi¢do quimica do café cru depende da espécie, da variedade, de
praticas agricolas, grau de maturacdo do fruto do café, processamento primario e
condicdes de estocagem (TOLEDO; BARBOSA, 1997). A Tabela 2 representa a
composicdo quimica de grdos arabica (CLARKE et al., 2003).

Os é&cidos clorogénicos e seus isdmeros sdo 0s principais componentes
da fracdo fendlica dos grdos in natura, alcangando teores de até 14% (em peso
seco) (FARAH et al., 2008). Os principais grupos de isdmeros dos &cidos
clorogénicos encontrados nos grdos sdo os 4acidos cafeoilquinicos, 0s
dicafeoilquinicos e os feruloilquinicos. Com a torragéo, os acidos clorogénicos
sdo convertidos em compostos de aroma durante a torracdo e podem ser
incorporados a melanoidinas (BEKEDAM et al.,, 2008a; MOREIRA et al.,
2012). O conteldo de &cidos clorogénicos nos gréos de café sdo cerca de 3 a5
vezes mais que os teores de cafeina (ABIC, 2016).

A cafeina € um alcaloide nitrogenado que possui estabilidade ao
processo de torracdo. O composto é conhecido por suas propriedades
fisiol6gicas e farmacoldgicas, principalmente em relacdo ao seu efeito na

reducdo do sono e as propriedades estimulantes. O teor de cafeina nas sementes
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do cafeeiro depende da espécie: no C. arabica, o conteudo medio é de 12 g/kg;
jano C. canephora, em torno de 22 g/kg (SCREENATH, 1997).

Outro composto nitrogenado presente nos graos de café é a trigonelina.
Representa cerca de 1% do grdo, e sua principal importancia esta nos produtos
formados apds a degradacdo térmica. Ao ser degradada, gera a niacina, uma
vitamina pertencente ao grupo de vitaminas do complexo B (VIANI;
HORMAN, 1974).

Os lipideos estdo localizados no citossol e se apresentam na forma de
goticulas em todas as regides da semente. Qualquer mudanca na estrutura das
membranas, causada por injurias, ativa as lipases, ocasionando o aumento da
quantidade de &cido graxo livre (AMORIM, 1972). Monteiro e Trugo (2005)
encontraram percentagem de lipideos de 16% para o café arabica e de 10% para
o café robusta.

As proteinas, no café, estdo livres no citoplasma ou ligadas a
polissacarideos de parede celular. Os teores de proteinas presentes nos graos de
café variam de 8,7% a 16%, e a maioria € solivel em &gua, representada
principalmente pela fragdo albumina. Outras possuem atividade enzimaética,
como as lipases, as proteases, a catalase e as peroxidases. Durante a torracdo, as
proteinas sdo desnaturadas e degradadas em moléculas menores. Algumas
proteinas também reagem com carboidratos (reacdo de Maillard) ou com
compostos fendlicos (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

Os polissacarideos majoritarios nos graos de café sdo as galactomananas
e as arabinogalactanas tipo 1. As arabinogalactanas tipo Il estdo covalentemente
ligadas as proteinas e sdo compostas na cadeia principal por residuos de
galactose unidos por ligagdes B-(1—3), alguns substituidos no O-6 por residuos
Unicos de galactose unidos por ligagdes B-(1—6). Estes residuos de galactose
ligados a cadeia principal podem ser substituidos no O-3 por residuos de

arabinose unidos por ligagdes B- (1—5). Podem ainda conter acidos urénicos
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ligados a cadeia principal de galactose (NUNES; DOMINGUES; COIMBRA,
2005).

As galactomananas sdo compostas na cadeia principal por residuos
manoses unidos por ligagdes B-(1—4), substituidos no O-6 por residuos Unicos
de galactose, existindo véarios graus de ramificacdo. As galactomananas sao
polissacarideos acetilados, em que 0s grupos acetilo tém sido observados no O-2
e 0-3 de residuos de manose, e que contém também residuos Unicos de
arabinose como ramificac¢des e residuos de B-(1-4)-glucose dispersos na cadeia
principal (NUNES; DOMINGUES; COIMBRA, 2005).

Os agUcares predominantes no café sdo o0s ndo redutores,
particularmente a sacarose; 0s redutores se apresentam em quantidades
pequenas. Durante a torragdo, a sacarose é rapidamente degradada, ocorrendo
caramelizacdo. N&o somente a sacarose como também outros glicidios e
polissacarideos sdo de importancia para o aroma do café. A principal familia de
compostos volateis gerada por esses agucares sao os furanos, que contribuem
paras as caracteristicas do café torrado (MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999).

O grdo de café cru possui ainda uma grande variedade de minerais como
potéssio (K), magnésio (Mg), calcio (Ca), sédio (Na), ferro (Fe), manganés
(Mn), rubidio (Rb), zinco (Zn), cobre (Cu), estréncio (Sr), cromo (Cr), vanadio
(V), bério (Ba), niquel (Ni), cobalto (Co), chumbo (Pb), molibdénio (Mo),
tithnio (Ti) e caddmio (Cd); aminodcidos como alanina, arginina, asparagina,
cisteina, &cido glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,

fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina (ABIC, 2016).
2.6 Torracdo dos gréaos

Os grdos de café sdo torrados por diferentes tempos e temperaturas
dependendo das caracteristicas desejadas para o produto final (ALESSANDRINI

et al., 2008). Os grdos quando submetidos aos tratamentos térmicos sofrem
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mudangas quimicas e fornecem bebidas com caracteristicas sensoriais
diferenciadas devido a variaces na composi¢cdo quimica (CLARKE et al., 2003,
TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

Muitas reacBes ocorrem durante este processo, entre elas a
caramelizacdo de acUcares, degradacdo de Strecker, reacdo de Maillard, e a
degradacdo de &cidos clorogénicos (CLARKE; MACRAE, 1985; RODARTE,
2008; TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

Na caramelizacdo a sacarose é rapidamente degradada e a reagdo é
acompanhada pela producdo de gas carbdnico. A natureza e o conteldo dos
acucares presentes nos grdos sdo essenciais para o flavor do café, para a
formagdo do pigmento e outras moléculas.

Na degradacdo de Strecker, ocorre uma reagdo entre amino&cidos e
compostos dicarbonilicos. O aminoécido perde um carbono e ocorre formagao
de aldeido e CO2. Os aminoacidos livres podem ser degradados durante a
torracdo, ou combinados com outros componentes, gerando uma mistura de
complexos volateis e ndo volateis (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

A reacdo de Maillard é uma reagdo de escurecimento ndo enzimatico e
caracteriza-se pela combinacdo do grupamento carbonila de carboidratos
redutores com o grupo aminico de aminodacidos, proteinas e peptidios. Produtos
da reacdo de Maillard, como as melanoidinas, tém sido apontados como 0s
constituintes com maior potencial antioxidante da bebida de café (BEKEDAM et
al., 2008a). Em contrapartida, outros estudos mostram a formacao de radicais
livres durante a torracdo do café (GOODMAN; PASCUAL; YERETZIAN,
2011).

2.7 Melanoidinas do café

As melanoidinas sdo produtos finais da rea¢do de Maillard, possuem alto

peso molecular, cor marrom e carater anidnico. As propriedades quimicas e



25

funcionais das melanoidinas do café ndo séo totalmente compreendidas, devido
a composicdo quimica extremamente complexa dessas moléculas (BEKEDAM
etal., 2008a; MOREIRA et al., 2012; NUNES; COIMBRA, 2001).

Tem sido sugerido que os polissacarideos possam estar covalentemente
ligados as melanoidinas uma vez que ndo é possivel separd-los fisicamente
(NUNES; COIMBRA, 2001, 2002). Os polissacarideos sdo os componentes
mais abundantes do material de alto peso molecular (HMW), sendo o0s
principais: as galactomananas (GM) e as arabinogalactanas tipo Il (ligadas a
proteinas). Além dos carboidratos, os &cidos clorogénicos (como 0s acidos
quimico e cafeico) e seus produtos de degradacdo sdo incorporados as
melanoidinas pela formacdo de oito ligagBes ésteres ou formas condensadas
durante a torracdo dos gréos (BEKEDAM et al., 2008a; MOREIRA et al., 2012).

As melanoidinas tém sido foco de varias pesquisas relacionadas a sua
atividade antioxidante, anti-hipertensiva, poder de ligacdo a metais e efeito
antimicrobiano (BEKEDAM et al., 2008a, 2008b; TOCI; FARAH; TRUGO,
2006). O mecanismo de acdo antioxidante associado as melanoidinas envolve a
transferéncia de atomos de hidrogénio e transferéncia de elétrons (BEKEDAM
etal., 2008a; LIU; KITTS, 2011).

2.8 Capacidade antioxidante dos graos de café

Os antioxidantes sdo substdncias presentes em concentracdes baixas,
comparadas as concentragdes do substrato oxidante, que previne ou atrasa a
oxidacao de substratos susceptiveis (HALLIWELL, 2000).

Podem atuar em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua
formacdo, principalmente pela inibicdo das reacGes em cadeia com o ferro e o
cobre. Além disso, os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres

gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque
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sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos &cidos
graxos polinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e perda
da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os componentes presentes nos graos de café com potencial antioxidante
sdo os compostos fendlicos, cafeina, e produtos da reacdo de Maillard, como
melanoidinas. Assim, a capacidade antioxidante do café se deve pela presenca
de constituintes naturais e compostos formados com a torracdo (VIGNOLLI,
2011).

Os polifendis importantes no café sdo os flavonoides e &cidos fendlicos,
0 4cido cafeico e os derivados do &cido clorogénico (WANG; HO, 2009).
Diversos estudos ja demonstraram os efeitos protetores dos componentes
fendlicos do café contra o estresse oxidativo (CHU et al., 2009; NATELLA et
al., 2002; ZHAO et al., 2008). A capacidade antioxidante dos polifendis é
influenciada pelo nimero e posic¢do dos grupos OH, assim como pelas posi¢des
de glicosilacdo (HALLIWELL, 2004). S&o capazes de captar radicais alcoxila
(RO, alquilperoxila (ROO"), superdxido (O,"), radical hidroxila (HO"), éxido
nitrico (NO"), além do oxidante peroxinitrito (ONOO/ONOOH) (WANG; HO,
2009).

A cafeina consegue inibir a lipoperoxidagdo induzida por radicais
hidroxilas (OH’), perdxidos (ROO) e oxigénio singlete, convertendo em um
potente antioxidante com capacidade similar a glutationa e superior ao &cido
ascorbico (CLIFFORD; RAMIREZ-MARTINEZ, 1991). Lopez-Galilea, Pefa e
Cid (2008) concluiram que a cafeina possui atividade antioxidante em sistemas-
modelo. Em um estudo realizado por Noschang et al. (2009), os autores
observaram um aumento na atividade da superéxido dismutase e da catalase no
cortex cerebral de ratos tratados com doses de cafeina.

Efeitos protetores contra o estresse oxidativo induzido por peroxido de

hidrogénio e consequente dano no DNA tém sido atribuidos a compostos
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dirpenos como o caveol e cafestol presentes no café. Em estudos de
citotoxicidade e peroxidacao lipidica, protegeram efetivamente culturas celulares
da injaria causada pelo peroxido de hidrogénio, aumentando a viabilidade
celular e diminuindo a formacdo de TBARS (4cido tiobarbiturico). Além disso,
células enriquecidas com caveol e cafestol também mostraram ser resistentes ao
hidroperoxido tert-butil, devido ao sequestro dos radicais peroxil e a prevencgdo
da peroxidacdo lipidica por esses compostos (LEE; CHOI; JEONG, 2007).

A atividade antioxidante da bebida é expressiva apesar dos compostos
fendlicos diminuirem com a torracdo. Isso se deve a formacgdo de melanoidinas
principalmente na torracdo escura (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009;
BEKEDAM et al., 2008a, 2008b; LIU; KITTS, 2011). Liu e Kitss (2011)
confirmaram que produtos da reacdo de Maillard sdo os principais responsaveis

pela capacidade antioxidante da bebida de café.

2.8.1 Compostos bioativos do café e efeitos no organismo

Os efeitos do consumo de café dependem da qualidade e quantidade dos
compostos quimicos ingeridos, estando o consumo moderado normalmente
descrito como a ingestdo de trés a cinco doses diarias (aproximadamente 150-
300 mg de cafeina/dia) (CAVIN et al., 2010).

Este psicoestimulante tem perfil farmacocinético e farmacodinamico
bem compreendidos (HECKMAN et al., 2013). Mais de 99% de uma dose oral
de cafeina sdo absorvidos, com concentragGes plasmaticas maximas atingidas
em 15 a 45 minutos. Uma dose de 250 mg determina concentra¢fes plasmaticas
entre 5 e 25 mcg/mL. Apdés entrar na corrente sanguinea, a cafeina é distribuida
a todas as células do organismo, onde penetra livremente. A principal rota de
eliminacdo da cafeina e das demais metilxantinas é o figado que leva um certo
tempo para metabolizd-las. Os metabolitos formados, juntamente com uma
pequena parcela de cafeina intacta, sdo excretados pela urina. A meia vida da

cafeina apresenta uma grande variacdo individual, oscilando entre 3 e 7,5 horas
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em individuos normais. O metabolismo pode ser alterado por varios fatores
como tabagismo, uso de anticoncepcionais orais e algumas doencas
(ENCARNACAO; LIMA, 2003; FERNANDES et al., 1998; SCHILTER et al.,
2001).

O fato do consumo de café descafeinado estar igualmente associado a
um menor risco de desenvolvimento de doencgas como diabetes 11 (ISOGAWA et
al., 2003; TUOMILEHTO et al., 2004; ZHANG et al., 2009) sugere que outros
constituintes do café, além da cafeina, sdo responsaveis por esses efeitos
benéficos (GREENBERG et al., 2006).

No estudo de Natella et al. (2002), os autores associaram a rapida
incorporacdo de &cidos fendlicos do café nas lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-c) resultando na melhora da resisténcia a modificacdo oxidativa das LDL-
c. Os polifendis extraidos dos grdos crus também sdo capazes de inibir a
lipoxigenase (DURAK; GAWLIK-DZIKI; KOWALSKA, 2015; DURAK;
GAWLIK-DZIKI; PECIO, 2014; DURAK; GAWLIK-DZIKI; SUGIER, 2014),
resultando na redugdo do estresse oxidativo.

Os polifendis possuem elevados pesos moleculares e isto diminui a sua
absorcéo intestinal (PARK et al., 2014). No entanto, os principais derivados do
acido clorogénico do café possuem alta biodisponibilidade e sdo absorvidos no
corpo humano ao longo de todo o trato gastrointestinal (FARAH et al., 2008).
Séo inicialmente absorvidas no estdmago e intestino delgado (primeira fase) e
depois fermentado pela microbiota intestinal e absorvido no célon durante a
segunda fase (COWAN et al., 2014; REDEUIL et al., 2011). Tem sido relatado
que cerca de 90% dos &cidos clorogénicos de café seriam disponiveis para
chegar ao trato gastrointestinal (GI) e sofrerem hidrélise por esterases,
conjugacao ou absor¢do sob a forma livre (FUMEAUX et al., 2010).

Os compostos fendlicos presentes nos grdos parecem contrariar muitos

dos efeitos negativos da cafeina (BONITA et al., 2007), j& que o alcaloide est&



29

associado com o aumento da pressao sistolica e diastolica da artéria braquial em
humanos. Bidel et al. (2006) observaram uma inversa relagdo entre o consumo
de café e o risco de doencas cardiovasculares entre pacientes com diabetes tipo
2. Celik et al. (2010) associaram o consumo moderado de café a um menor risco
de doenca coronariana nas mulheres.

Além dos beneficios ja citados, componentes presentes no café
aumentam a capacidade antioxidante no figado (GOTTELAND; DE-PABLO,
2007; LIMA et al., 2010), e auxiliam na perda de peso.

2.8.2 Efeito termogénico do café

Estudos em humanos e animais sugerem que o consumo de café induz a
perda de peso por aumento da termogénese (DULLOO et al., 1989) e existem
evidéncias de que este aumento é dependente da quantidade de cafeina ingerida
(GRAHAM, 2001).

A cafeina exerce um efeito sobre a descarga das células nervosas e
liberacdo de alguns outros neurotransmissores e hormdnios, tais como a
adrenalina, agindo também no aumento da secrec¢do da enzima lipase horménio
sensivel, uma lipoproteina que mobiliza os depdsitos de gordura para utilizar
como fonte de energia em vez do glicogénio muscular, ou seja, poupa o
glicogénio (PETERSON, 1977). Além disso, 0 composto exerce uma acgao
diurética, favorece o esforco muscular, reduz a apatia, a sonoléncia e o
sedentarismo dos obesos, 0 que 0s torna mais ativos e mais motivados.

Os efeitos termogénicos do café se devem ndo somente a presenca de
cafeina, mas também de &cidos clorogénicos (GREENBERG et al., 2006). No
estudo de Shimoda, Seki e Aitani (2006), os autores concluiram que o extrato de
café cru suprimiu o ganho de peso e acumulo de gordura visceral em
camundongos. Eles observaram que a cafeina foi responsavel pela redugéo da
absorcdo de gordura, mas que o acido clorogénico e seus derivados aumentaram

0 metabolismo da gordura no figado.
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Em outro estudo, realizado por Cho et al. (2010), os autores observaram
que os compostos fendlicos do café reduziram o peso corporal e 0s niveis de
hormonios relacionados a obesidade em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica.

Os compostos fendlicos destacam-se por suas propriedades antioxidante,
anti-inflamatéria, e mais recentemente por seus efeitos sobre a microbiota
intestinal, sinalizacdo celular e expressdo génica, mecanismos importantes na
prevencdo do desenvolvimento da obesidade e diabetes tipo 2 (ANHE et al.,
2013). Os polifendis ajudam na reducdo da gordura visceral, atuando na
hidrolise dos triacilglicerdis que estdo armazenadas nos adipdcitos (CHANG et
al., 2013; GANGEHEI et al., 2010; MOTTA, 2009).

Em funcdo dos resultados aqui descritos, uma variedade de produtos a
base de gréos crus de café, conhecido como café verde, tem sido comercializada
em muitos paises inclusive no Brasil. Cho et al. (2010) e Shimoda, Seki e Aitani
(2006) descrevem um método de extracdo do grdo cru de café para a
comercializacdo de um suplemento de emagrecimento. Vinson, Burnham e
Nagendran (2012) sugerem que pode haver um nutracéutico barato, a base de

acido clorogénico, eficaz na reducao de peso em adultos.

2.8.3 Obesidade

A obesidade € uma doenca metabdlica cronica caracterizada pelo
excesso de gordura corporal. Existem varios métodos utilizados para a avaliagdo
desse excesso, sendo mais usado o Indice de Massa Corpdrea (IMC). A
obesidade é definida como IMC igual ou maior a 30 kg/m? e caracteriza-se pelo
excesso de gordura corporal em relacdo a massa magra.

As determinantes que levam a obesidade estdo relacionadas basicamente
as mudangas ambientais a que individuos geneticamente suscetiveis ao ganho de
peso se expdem, com aumento da ingestdo calérica e reducgdo da atividade fisica
(LERARIO; LOTTENBERG, 2006).



31

Se por um lado, o estilo de vida moderna tem favorecido o ganho de
peso da populacdo, por outro, a adogdo de praticas saudaveis tem sido crescente.
Ensaios clinicos e epidemioldgicos tém estabelecido uma correlacdo inversa
entre a ingestao de frutas, legumes e verduras e a ocorréncia de doencgas cronicas
ndo transmissiveis (RUESTEN et al., 2013). Estes alimentos fornecem
compostos bioativos como fibras, vitaminas, minerais, carotenoides e compostos
fendlicos que promovem beneficios a salde e reduzem o risco de
desenvolvimento dessas doencas (SLAVIN; LLOYD, 2012; TORRES
FLUENTES et al., 2015).

Além da preocupagdo com a alimentacdo e pratica de atividade fisica,
muitas pessoas que necessitam perder peso, procuram terapias alternativas como
plantas medicinais, chéas, entre outros (ASSOCI(;AO BRASILEIRA DAS
EMPRESAS DO SETOR FITOTERAPICO - ABIFISA, 2004). Estdo incluidos
individuos que usam estas ervas in natura e aqueles que utilizam as plantas
processadas em formulacbes medicamentosas (YUNES; PEDROSA,;
CECHINEL FILHO, 2001).

Em 2004, a OMS estimou que cerca de 80% da populacdo utilizava
plantas medicinais como principal recurso no atendimento basico de saude
(ABIFISA, 2004) e atualmente, este numero pode ser ainda maior,

principalmente no que se refere ao tratamento da obesidade.

2.8.4 Tecido adiposo

Os humanos possuem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e 0
marrom (TAM). O TAB apresenta fun¢bes abrangentes. Por constituir depdsitos
localizados em diversas regibes do organismo, o TAB oferece protegdo
mecanica contra choques e traumatismos externos, permite um adequado
deslizamento entre visceras e feixes musculares, sem comprometer a integridade
e funcionalidade dos mesmos. Além disso, pela distribuicdo mais abrangente,

incluindo derme e tecido subcutaneo, e por ser um excelente isolante térmico,
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tem papel importante na manutencdo da temperatura corporal (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo branco € o principal reservatorio energético do
organismo. Os adipécitos sdo as Unicas células especializadas no
armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma
(LARGE et al., 2004). O adipécito branco maduro armazena 0s TAG em uma
Unica e grande gota lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma. Durante seu
desenvolvimento, a célula jovem contém multiplas goticulas de lipidios, que
coalescem para formar uma inclusdo lipidica unitaria com o amadurecimento
celular. Os adip6citos brancos maduros sdo células grandes, muitas vezes
maiores que hemécias, fibroblastos e células do sistema imune e podem alterar
acentuadamente seu tamanho (volume e didmetro) conforme a quantidade de
TAG acumulada (POND, 2001).

Os adip6citos possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras
necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estocar TAG em
periodos em que a oferta de energia é abundante, e para mobiliza-los pela
lipdlise quando ha défice caldrico. A regulacdo desses processos ocorre por meio
de nutrientes e sinais aferentes dos sistemas neurais e hormonais, e depende das
necessidades energéticas do individuo (AHIMA; FLIER, 2000).

Ja o tecido adiposo marrom (TAM) é especializado na producao de calor
(termogénese) e, portanto, participa ativamente na regulacdo da temperatura
corporal. Os depdsitos de TAM estdo praticamente ausentes em humanos
adultos, mas sdo encontrados em fetos e recém-nascidos. O adip6cito marrom
pode atingir 60 pum de diametro, sendo, geralmente, muito menor que o
adipdcito branco que tem um tamanho médio de 90-100 pm. E uma célula
caracterizada pela presenca de varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de
diferentes tamanhos, citoplasma relativamente abundante e nlcleo esférico e
ligeiramente excéntrico (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
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Este tecido apresenta um grande nimero de mitocondrias que, por nao
possuirem o complexo enzimatico necessario para a sintese de ATP, utilizam a
energia liberada pela oxidacdo de metabdlitos, principalmente &cidos graxos,
para gerar calor (CANNON; NEDERGAARD, 2004).

Esse processo ocorre porque a proteina desacopladora-1 (UCP-1,
termogenina), uma proteina da membrana mitocondrial interna do adipdcito
marrom, atua como um canal de préton que descarrega a energia gerada pelo
acmulo de prétons no espaco intermembranoso das mitocondrias durante as
reacOes oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses prdotons do complexo F1
FO (ATP sintase) e impedindo a sintese de ATP, permitindo que se dissipe em
calor a energia estocada na mitocondria (CANNON; NEDERGAARD, 2004).

2.8.5 Obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina

A identificacdo e caraterizacdo da leptina estabeleceram definitivamente
0 tecido adiposo como 6rgdo endécrino (ZHANG, 1994). A leptina, produto do
gene ob, é uma proteina secretada pelo tecido adiposo que sinaliza para o
sistema nervoso central, o tamanho das reservas de gordura do corpo (VIDAL-
PUIG et al., 1996).

Além da leptina, outras adipocinas foram identificadas e podem ser
classificadas com base nos processos que regulam como homeostasia lipidica,
funcdo imune, sensibilidade a insulina, controle da pressdo arterial, apetite e
balanco energético (KARASTERGIOU; MOHAMED-ALL, 2010).

Alguns estimulos foram propostos para explicar a produgdo excessiva de
adipocinas nos individuos obesos como:

1-Hipoxia: a medida que o tecido adiposo aumenta torna-se insuficiente
para oxigenar adequadamente os adipocitos. A hipoOxia causada induz uma
resposta inflamatoria que promove a angiogénese. A resposta adipocitaria a

hipoxia é provavelmente mediada pelo fator indutor de hipéxia-1 (HIF-1).
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2-Estresse do reticulo endoplasmatico: O reticulo endoplasmético
aumenta sua acdo frente a obesidade. O estresse do reticulo endoplasmético
conduz a ativacdo das cinases que estimulam a producdo de citocinas
inflamatorias, TNF alfa e IL-6.

3-Etresse oxidativo — resulta do aumento do aporte de glicose aos
adipécitos que estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio pela
mitocondria. O estresse oxidativo ativa cinases promovendo a resposta
inflamatdria (BROWLEE, 2001; SHOELSON; LEE; YUAN, 2003; WENGER,
2002; ZICK, 2003).

O adipdcito, de acordo com a sua localizagdo, apresenta caracteristicas
metabolicas diferentes. A adiposidade intra-abdominal pode acarretar
consequéncias mais drasticas para o individuo devido a capacidade de expanséao
limitada dos adipécitos viscerais (GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005)
0 que os tornam disfuncionais. Estes adipocitos disfuncionais produzem
quantidades ainda maiores de adipocinas.

Algumas das substancias secretadas pelo tecido adiposo como a leptina,
adiponectina, TNF alfa, entre outras, estdo relacionadas com a sensibilidade
tecidual a insulina. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é produzido em
excesso pelo adipécito do obeso, resultando numa reducdo da atividade de
quinase do receptor de insulina, contribuindo para o inicio da resisténcia a
insulina e a evolucdo eventual para diabetes mellitus do tipo 2
(HOTAMISLIGIL et al., 1994).

Uma enzima mais ativa no tecido adiposo visceral é a beta
hidroxisteroide desidrogenase tipo 1, responsavel pela conversdo de cortisona
em cortisol em nivel tecidual, é mais ativa no tecido adiposo visceral. Sendo este
tecido mais sensivel ao cortisol, provocaria alteragdes tais como hipertensdo
arterial, dislipidemia e diabetes mellitus tipo 1l (BUJALSKA; KUMAR,;
STEWART, 1997).
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Além disso, os adipdcitos representam uma fonte de &cidos graxos livres
derivados da hidrolise dos triglicerideos. Estes acidos graxos livres, também
reduzem a sensibilidade a insulina em nivel muscular, devido a sua capacidade
para interferir com a sinalizacdo intracelular dos horménios pancreaticos. Uma
grande quantidade de 4cidos graxos livres induz uma sintese aumentada de
glicose e trigliacilglicerdis e promove a secrecdo de lipoproteinas de baixa
densidade (VLDL) (DANDONA et al., 2005).

A estrutura das lipoproteinas de alta densidade (HDL) também sofre
alteracdes na presenca do aumento sérico de triacilglicerdis. A enzima proteina
de transferéncia colesterol esterificado (CETP) determina uma troca dos
triglicerideos das VLDL para as HDL e do colesterol estereficado das HDL para
as VLDL. Devido a estas alteragdes, o clearance de HDL é aumentado, com a
consequente reducdo dos seus niveis sericos. Isso leva a efeitos aterogénicos e
reducdo da atividade antioxidante e endotelial, gerando menor remocdo do
colesterol dos tecidos periféricos. A CETP também promove a troca de
triglicerideos e colesterol entre as VLDL e as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e a hidrdlise dos triacilglicer6is produz LDL pequenas e densas
(DANDONA et al., 2005).
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CAPITULO 2 GRAOS DE CAFES CRUS ORIUNDOS DE FRUTOS
IMATUROS DO CAFEEIRO: CARACTERIZACAO QUIMICA,
PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E EFEITO SOBRE O METABOLISMO
ENERGETICO DE CAMUNDONGOS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a composicao quimica e bioatividade de gréos
oriundos de frutos imaturos sobre o metabolismo energético de camundongos
obesos e eutroficos. Foram avaliados: a composi¢do centesimal, teores de
cafeina, compostos fendlicos totais, 5-ACQ e atividade antioxidante (DPPH-
IC50). Para o ensaio in vivo os animais foram divididos em quatro grupos -
Eutréfico: alimentados em uma dieta padrdo AIN-93; Eutrofico café:
alimentados em uma dieta padrdo AIN-93 + 1,0% de defeitos verdes; Obeso:
alimentados com uma dieta rica em gordura para induzir obesidade; Obeso café:
alimentados com uma dieta rica em gordura para induzir a obesidade + 1,6% de
defeitos do café verde. Sangue, tecidos adiposos branco (epididimo e
subcutaneo) e marrom, figado e musculo gastrocnémio foram coletados e
pesados. Os paramétros bioguimicos foram dosados no soro e os teores de
lipidios totais, triacilglicerol e colesterol total foram dosados também no figado.
Apobs oito semanas de tratamento, os animais foram submetidos & medicéo do
consumo de oxigénio. Para avaliacdo da atividade antioxidante in vivo, foram
dosados os niveis de hidroperoxidos, MDA, SOD e catalase no tecido adiposo e
figado dos animais. O contetdo de carboidratos, lipidios e macrominerais nao
diferiram entre as duas amostras analisadas. Os graos defeituosos apresentaram
quantidades consideraveis de compostos bioativos e atividade antioxidante in
vitro. Os grdos defeitos verdes foram capazes de aumentar o gasto energético e
reduzir massa gorda e o ganho de peso ponderal dos animais obesos. A atividade
antioxidante in vivo dos grdos foi comprovada pelo aumento da atividade da
enzima catalase no tecido adiposo dos animais eutréficos.

Palavras-chave: café Verde. Obesidade. Termogénico. Antioxidante
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Raw coffee grains originated from immature coffee fruits: chemical
characterization, antioxidant properties and effect over the energetic
metabolism of mice

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the chemical composition and
bioactivity of grains originated from immature fruits, and the effect of these
grains over the energetic metabolism of obese and eutrophic mice. We evaluated
the centesimal composition, contents of caffeine, total phenolic compounds, 5-
ACQ and antioxidant activity (DPPH-IC50). For the in vivo trial, the animals
were divided into four groups: Eutrophic — fed a standard diet AIN-93;
Eutrophic coffee — fed a standard diet AIN-93 + 1.0% of green defect; Obese —
fed a diet rich in fat to induce obesity; Obese coffee — fed a diet rich in fat to
induce obesity + 1.6% of green defect. Blood, white (epididymis and
subcutaneous) and brown fat tissue, liver and gastrocnemious muscle were
collected and weighed. The biochemical parameters were dosed in serum, and
the contents of total lipids, triacylglycerol and cholesterol were dosed in the
liver. After 8 weeks of treatment, the animals were submitted to the measuring
of oxygen consumption. For evaluating the antioxidant activity in vivo, the
levels of hydroperoxides, MDA, SOD and catalase in the fat tissue and liver
were dosed. The contents of carbohydrates, lipids and macrominerals did not
differ between the two analyzed samples. The defective grains presented
considerable amounts of bioactive compounds and antioxidant activity in vitro.
The green defect grains were capable of increasing the energy expense and
reducing the fat mass, as well as the increase in ponderal weight of the obese
animals. The in vivo antioxidant activity of the grains was proven by the increase
of the activity of enzyme catalase in the fat tissue of the eutrophic animals.

Keywords: Antioxidant. Raw coffee. Immature grains. Thermogenic. Defect.



49

1INTRODUCAO

O poder antioxidante do café se deve a presenca e aos potenciais
sinérgicos entre cafeina e outros componentes bioativos incluindo compostos
fendlicos presentes naturalmente nos grdos (BAEZA et al., 2014; FERRUZZI,
2010).

Os acidos clorogénicos e seus isdmeros sdo 0s principais componentes
da fracdo fendlica dos grdos in natura (FARAH et al., 2008). As propriedades
benéficas dos polifendis justificam o grande numero de pesquisas recentes
realizadas com o0s grdos crus, jA que o processo de torracdo, principalmente
aquele mais drastico, altera a composicdo fendlica de grdos (PERRONE;
FARAH; DONANGELO, 2012).

Estudos recentes tém comprovado que grdos crus de café possuem a
capacidade de estimular a lip6lise, mobilizando gordura dos tecidos (JARRAR,;
OBEID, 2014; SONG; CHOI; PARK, 2014) o que ocasiona perda de peso. Esse
efeito pode ser util no controle da obesidade e de suas comorbidades associadas
como aterosclerose, a sindrome metabdlica e o diabetes mellitus (LEE et al.,
2009).

Os gréos defeitos verdes sdo oriundos de frutos imaturos do cafeeiro, e,
quando colhidos e processados juntamente aos frutos de estadio de maturagédo
ideal (cereja), afetam a qualidade sensorial da bebida por conferir adstringéncia
a esta (VASCONCELOS, 2005).

Estes grdos juntos aos grdos pretos e ardidos sdo conhecidos como
defeitos intrinsecos do café (PVA) e sdo os que mais afetam a qualidade do
produto. Os PVAs representam 20% da producdo brasileira de café, ou seja,
cerca de trés milhdes de saca por ano (FRANCA et al., 2005).

A confirmacdo de um possivel efeito do defeito verde no estresse

oxidativo e na obesidade levaria um beneficio de utilizacdo destes grdos na
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salde humana, além de direcionar para uma nova finalidade, retirando-os dos
grdos de café isentos de defeitos que possuem alto valor comercial.

Com o presente trabalho, objetivou-se avaliar a composi¢do quimica, a
atividade antioxidante in vitro e o efeito de gréos defeitos verdes do café no
perfil lipidico, estresse oxidativo e metabolismo energético de camundongos

eutroficos e obesos.
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2MATERIAL E METODOS
2.1 Instalacdes e matéria-prima

As analises de composicdo centesimal foram realizadas no Laboratorio
Central do Departamento de Ciéncia dos Alimentos e a analise da atividade
antioxidante realizada no Polo de Tecnologia em Qualidade do Café -
INOVACAFE da UFLA. As analises de compostos bioativos foram realizadas
no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). Para os ensaios in vivo, foram utilizados o biotério Enio
Cardillo e as analises feitas no Laboratério de Bioquimica Nutricional do
Departamento de Bioguimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

Foram utilizados neste experimento frutos colhidos no estadio cereja e
estadio verde. Apos a colheita, os frutos foram levados ao lavador onde foram
lavados e posteriormente secados em terreiro. Apds a secagem, os grdos foram
beneficiados e classificados manualmente, obtendo-se gréos de café sem defeito
e grdos defeitos verdes. Os grdos foram moidos em granulometria fina em
moinho IKA A1l com o auxilio de nitrogénio liquido e depois selados a vacuo e

armazenados a —20 °C, até o uso.
2.2 Composicdo centesimal

Foi realizada analise de composicao centesimal, conforme a Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005) nos graos crus. A umidade foi
determinada pelo método gravimétrico, com emprego de calor, baseando-se na
perda de peso do material submetido ao aquecimento a 105 °C, até peso
constante. Para o extrato etéreo, foi realizado o método de “Soxhlet”, baseado na
perda de peso do material submetido a extracdo com éter. A fracdo proteica foi
determinada pelo método de “Kjeldahl”, por meio da determinacdo da

porcentagem total de nitrogénio e multiplicado pelo fator de 6,25. O teor de



52

cinzas (residuo mineral fixo) foi obtido pela calcinacdo da amostra, em forno
mufla, a 550 °C, até a obtencdo de cinzas claras ou ligeiramente acinzentadas. O
contelido de fibra bruta foi obtido pelo método enziméatico gravimétrico. A
fracdo glicidica (extrato ndo nitrogenado) foi calculada por diferenca, subtraindo
a 100 a somatdria da porcentagem de umidade, extrato etéreo, proteina, cinza e
fibra.

2.3 Determinacdo dos teores de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico

Para a determinacdo de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico, foram
utilizados procedimentos de extracdo com agua quente, segundo Vitorino et al.
(2001), e andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi
utilizado cromatégrafo da marca Schimadzu® com coluna em fase reversa C-18.
O sistema foi acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu®
(modelo SPD-10A) conectado por uma interface (CBM-101) a um
microcomputador para processamento de dados.

As condicdes de analise otimizadas foram:

1) Fluxo: 1 mL/min

2) Fase movel: metanol, agua e acido acético (20:80:1)

3) Temperatura: ambiente

4) Comprimento de onda: 272 nm

5) Pressdo: 130 atm

2.4 Atividade antioxidante in vitro (DPPH- 1C50)

Para a andlise da atividade sequestrante de radicais livres DPPH (1,1-
difenil-2—picrilidrazil) do extrato, cada amostra foi diluida em etanol a 25, 50,
100, 200 pg.mL'l. Em 4 mL da amostra, foi adicionado 1 mL de DPPH'(0,5
mmol.L™?) igualmente diluido em etanol. A mistura foi acondicionada em tubo
de ensaio &mbar e agitada. Decorridos 30 min, foi realizada a leitura a 517 nm.

A diminuicdo na absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres. Os
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testes foram realizados em triplicata. Foi realizado o 1C50, em que se determina

a quantidade de amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH.
2.5 Ensaios in vivo

Foram avaliados o peso, consumo alimentar, peso dos tecidos dos
camundongos além de parametros bioquimos do soro e atividade antioxidante

do soro e tecido adiposo dos animais.

2.5.1 Animais
Os camundongos C57BL/6 machos, com oito semanas de idade foram
mantidos em um ambiente de luz de 12 horas (7: 00-19:00) e temperatura

controlada (30-32 °C). Os animais foram divididos em quatro grupos:

a) Eutrofico: alimentados com uma dieta padrdo AIN-93,

b) Eutréfico café: alimentados com uma dieta padrdo AIN-93
acrescida de 1,0% de grdos classificados como defeito verde.

c) Obeso: alimentados com uma dieta rica em gordura para induzir
obesidade.

d) Obeso café: alimentados com uma dieta rica em gordura para
induzir a obesidade + 1,65% de grdos classificados como defeito

verde.

Os animais tiveram acesso livre a agua e a dieta. O célculo da
quantidade de defeito verde foi baseado no consumo médio de cada dieta
(padrdo e indutora de obesidade) de estudos prévios.

Os animais receberam as dietas durante nove semanas. A dieta padrdo
(AIN-93) foi composto por 50,30% de proteina, carboidrato 41,90% e 7,80% de
gordura, com um total de 2,18 kcal/g de dieta (REEVES; NIELSEN; FAHEY
JUNIOR, 1993). A dieta rica em gorduras foi composta por 25%, 61% e 15% do
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total de kcal de carboidrato, gordura e proteina, respectivamente, e tinha uma
densidade calorica de 5,21 kcal/g de dieta (AKAGIRI et al., 2008).

O peso corporal e ingestdo das dietas foram medidos uma vez por
semana. No final do periodo experimental, os animais foram mantidos em jejum
durante a noite e sacrificados sob anestesia. Sangue, tecidos adiposos branco
(epididimo e subcutaneo) e marrom, figado e musculo gastrocnémio foram
coletadas imediatamente apds a eutandsia para andlises subsequentes. A
adiposidade foi avaliada pela quantidade de tecido adiposo em relagdo ao peso
total do animal.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA)
da UFLA, o protocolo 031/2014.

2.5.2 Calorimetria (consumo de O, e gasto energético)

Apdbs oito semanas de tratamento, os animais foram submetidos a
medicdo do consumo de oxigénio. A taxa metabolica foi estimada por
gravadores continuos de consumo de oxigénio (VO,) e CO, liberados com um
calorimetro indirecto-fluxo aberto (Gas Analyzer LE405, Panlab Harvard).

Ao final de oito semanas de dieta, os camundongos foram pesados e
colocados no interior da camara de medicdo, onde permaneceram durante 50
minutos, sem qualquer influéncia externa. O consumo de VO, foi registrado para
cada minuto usando um sistema informatizado (Metabolism, Harvard,). Os 20
minutos finais de registro foram utilizados para a andlise, enquanto os primeiros
30 minutos, foram ignorados para garantir a condigdo de descanso do animal
(ap6s o estresse do tratamento) e para evitar a influéncia de gases de espaco no
interior da cdmara (O, e COy).

Os valores da relagdo de troca VO, e respiratéria (RER = VCO, / VO,)
foram utilizados para estimar o gasto de energia (EE), através da equacédo, EE =
[3,815 + (1.232 X RER)] x VO, x 1,44.
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2.5.3 Parametros bioquimicos

Os paramétros bioquimicos: glicose sérica, triacilglicerol, colesterol
total e HDL-c foram dosados no soro dos animais utilizando kits enzimaticos
colorimétricos (Labtest, Brasil). O colesterol ndo HDL-c foi determinado
subtraindo os teores de colesterol HDL dos teores de colesterol total.

O contetdo total de lipidos no figado foi extraida e determinada de
acordo com Folch, Lees e Sloane Stanley (1957) e o triacilglicerol e
concentragdo de colesterol total foram medidos utilizando kits enziméticos

colorimétricos (Labtest, Brasil) como previamente descrito.

2.5.4 Atividade antioxidante in vivo
A atividade antioxidante in vivo foi avaliada pela dosagem de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico- MDA) e hidroperoxidos e de

enzimas antioxidantes no soro e no tecido adiposo dos animais.

2.5.4.1 Avaliacdo da peroxidacao lipidica por TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbitarico- MDA)

A medida dos metabolitos reativos ao acido tiobarbiturico foi realizada
em microplacas (BUEGE; AUST, 1978). Para isso, foram obtidos os
sobrenadantes de figado e tecido adiposo por centrifugacdo em solugdo tampao.
Em seguida, 250 pL do sobrenadante foram adicionados a 500 pL da solugdo
contendo &cido tricloroacético (TCA 15%), &cido tiobarbitarico (TBA 0,0375%)
e acido cloridrico (HCL 0,25 N). As amostras foram mantidas em banho-maria
fervente por 15 minutos e entdo colocadas sob agua corrente até esfriarem.
Foram adicionados 750 pL de alcool butilico e os tubos foram vigorosamente
agitados. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente, e 200 puL. do sobrenadante foram plaqueados, em

duplicata. A absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento
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de onda de 535 nm, e os resultados foram normalizados pela concentracdo de

proteina no figado e tecido adiposo (LOWRY et al., 1951).

2.5.4.2 Dosagem da Concentracdo de Hidroperoéxidos no figado e tecido
adiposo

O ensaio da oxidacdo ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na
oxidagdo de fons ferrosos (Fe**) a férricos (Fe*") sob condigdes acidas pelos
hidroperéxidos (BANERJEE et al., 2002; NOUROOZ-ZADEH; TAJADDINI-
SARMADI; WOLFF, 1994). O indicador utilizado é o xilenol orange, uma vez
que se liga ao ion férrico produzindo um cromdforo azul-arroxeado, detectado
por espectrofotdmetro.

A medida da concentragdo de hidroperdxidos foi realizada em
microplaca. No momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solugcdo FOX
(preparado pela dissolucdo do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em
250 mM de H,SO, para uma concentracgdo final de 1 e 2,5 mM respectivamente)
foi diluida em nove partes da solucdo de metanol contendo 4,4 mM de BHT
(hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o reagente FOX-2. Para as
dosagens, aos sobrenadantes de figado e de tecido adiposo (20uL) foram
acrescentados 180uL do reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em
duplicata, e o branco foi feito utilizando &gua deionizada no lugar do
sobrenadante. Em seguida, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente por 30 minutos, e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente
em comprimento de onda de 560 nm.

Na segunda etapa da técnica, foi realizada a reducao dos hidroperoxidos
com trifenilfostina (TPP). A TPP ¢ utilizada como eficiente ferramenta para
distingdo entre perdxido de hidrogénio e peroxidos (ndo-H,02), ja que a
presenga de TPP indica o teor de peroxido de hidrogénio na amostra
(BANERJEE et al.,, 2002; NOUROOZ-ZADEH; TAJADDINI-SARMADI;
WOLFF, 1994). Aos sobrenadantes do figado e tecido adiposo (15 pL) foram
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adicionados 5 pL da solugdo de TPP em metanol (TPP a 10 mM), diretamente na
microplaca, em duplicata, e o branco foi feito utilizando &gua deionizada. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos, ap6s este
tempo foi acrescentado 180 pL do reagente FOX-2. As amostras foram mantidas
novamente a temperatura ambiente por mais 30 minutos e a absorbéancia foi
medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560 nm. A
concentracdo de hidroperoxidos foi estimada pelo coeficiente de extingdo de
hidroperoxidos, 4,3 x 10-4M-1, e pelo coeficiente de extingdo do cromoforo
azul-arroxeado produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos ions férricos, 1,5 x
10-4M-1. Para quantificar os hidroperéxidos da amostra, foram subtraidas as
dosagens com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de
hidroperdxidos da amostra), e o resultado foi normalizado pela concentracdo de
proteina no figado e tecido adiposo (LOWRY et al., 1951).

2.5.4.3 Atividade da superoxido dismutase no figado e tecido adiposo

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) é baseada na
sua habilidade em catalisar a dismutacdo de radicais superoxidos (Oy-),
diminuindo a razéo de auto-oxidacéo do pirogallol. Para esta dosagem, em placa
de 96 pogos, foram adicionados 30 uL do sobrenadante de figado, 99 uLL do PBS
1x, 6 pL do MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15 uL do
pirogallol. Em outra placa de 96 pocos, foram adicionados 30 pL do
sobrenadante de tecido adiposo, 99 uL do PBS 1x, 6 uL do MTT e 15 pL do
pirogallol. No branco, o pirogallol foi substituido por PBS 1x, e no padrdo a
amostra foi substituida por PBS 1x. As amostras foram incubadas por 5 minutos
a 37 °C, a reacao foi parada com 150 puL de 1DMSO (dimetil sulféxido) e a
absorbéncia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de
570 nm.

Para o célculo da atividade, foi considerado que uma unidade (U) de

SOD é capaz de evitar a auto-oxidacdo de 50% de pirogallol do padrdo. Apés a
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normalizacdo pela concentracdo de proteina no figado e tecido adiposo
(LOWRY et al., 1951), o resultado foi expresso em unidades de SOD por mg de

proteina de figado e de tecido adiposo.

2.5.4.4 Atividade da catalase no figado e tecido adiposo

A avaliacdo da atividade de catalase se baseia no decaimento da
absorbancia do perdxido de hidrogénio (H,0,) — (Az40) pela decomposicao deste
pela catalase (2H,0, > 2H,0 + O,), de acordo com Nelson e Kiesow (1972).

Para esta dosagem, 25 uL do sobrenadante do figado e 25 pL do tecido
adiposo ja diluidos (1:25) em PBS 1x foram acrescentados a 1 mL de PBS 1x
em cubeta de quartzo. Foram entdo acrescentados 25 pL de solug¢do de H,O,
0,3M e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de
onda de 240 nm por dois minutos. Os calculos foram feitos pela diferenca de
leitura no tempo final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra
e depois dividido por dois para obtencédo do resultado da atividade da enzima em
1 minuto. Ap6s a normalizacdo pela concentracdo de proteina no figado e no
tecido adiposo (LOWRY et al., 1951), o resultado foi expresso em delta E por

minuto por g de proteina.
2.6 Analises Estatisticas

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs e pelo
teste de Box-plot.

Para comparagdo entre 0s grupos eutroficos e entre 0s grupos obesos e
para comparagdo entre os grdos de café e grdos defeitos verdes quanto a
composicéo e atividade antioxidante in vitro, utilizou-se o teste t de Student ndo
pareado (dados paramétricos) ou o teste de Mann Whitney (dados ndo

paramétricos). Para alguns paramentos do ensaio in vivo, utilizou-se um teste
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ANOVA para comparar 0s quatro grupos (Eutréfico, Eutrofico Café, Obeso e
Obeso Cafe).

Os resultados foram expressos como media e erro padrdo ou em
mediana e intervalo interquartil. As analises estatisticas foram realizadas por
meio do software GraphPad Prism 6,0®. O nivel de significancia adotado foi de
5% (p=0,05).
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3RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicdo centesimal

A composicdo centesimal dos grdos de café e dos grdos classificados

como defeito verde esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigdo centesimal de grdos de café e de grdos classificados
como defeito verde, crus.

Tratamentos Umid CHO PTN PTN* LIP Fibra Cinzas
Gréos sadios 11,71a 45,75a 11,98b 9,71b 7,67a 18,85b 2,92b
(x0,037) (x0,127) (+0,012) (+0,042) (+0,164) (+0,117) (£0,0004)

Defeito verde 11,17b 45,62a 12,85a 10,63a 8,00a 19,50a 3,56a
(£0,020) (+0,098) (+0,017) (+0,010) (%0,074) (+0,180) (+0,0012)

Médias seguidas de diferentes letras diferem (p <0.05) pelo test T Stundent. CHO =
carboidrato; PTN = proteina; PTN * = preteina corrigida; LIP = lipidios.

A composicdo quimica do café cru depende da espécie e da variedade, e
também de outros fatores como préticas agricolas, grau de maturacéo do fruto do
café, processamento primario e condigdes de estocagem (TOLEDO;
BARBOSA, 1997).

Os principais constituintes dos grdos de café crus sdo carboidratos (mais
que 50% do peso seco) sollveis (galactomananas e arabinogalactanas) e
insolveis em agua (celulose), compostos fendlicos, cafeina, proteinas, lipidios e
minerais (STELMACH; Pohl; Szymczycha-Madeja, 2015). O contelGdo de
carboidratos e lipidios ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) entre as duas
amostras analisadas. Vasconcelos et al. (2007) observaram diferencas entre
grdos de café sem defeitos e grdos defeituosos para 0s seguintes parametros:
cinzas, umidade e teor de lipidios. No estudo de Oliveira et al. (2006), os autores
verificaram que apds a torracdo, a composicao de graos sadios e defeitos foram
semelhantes. Na Tabela 1, é possivel também observar maiores teores de

umidade para os grdos imaturos e os valores foram superiores aos obtidos por
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Oliveira et al. (2006). Os niveis de umidade dos gréos estudados neste trabalho
estdo acima dos valores encontrados por Vasconcelos et al. (2007).

Existem evidéncias que os teores de proteina de cafés de diferentes
qualidades, ou mesmo de espécies diferentes (Ardbica ou Robusta), podem ser
significativamente diferentes. No estudo de Oliveira et al. (2006), os niveis de
proteinas foram superiores nos grdos pretos, porém ndo foi verificada diferenca
entre graos sadios e grdos imaturos, resultado contrario ao obtido neste estudo,
em que o contetdo protéico foi superior no defeito verde quando comparado
com o0s grdos sadios. Os autores salientaram que o método para avaliacdo dos
niveis de proteinas pode incluir trigonelina e cafeina se for baseado na
determinacao de nitrogénio bruto multiplicado pelo fator de 6,25 (OLIVEIRA et
al., 2006). A metodologia descrita, foi usada neste estudo, por isso 0s teores de
cafeina e trigonelina foram subtraidos do valor total, levando ao conteldo
proteico corrigido (Tabela 1), que foram mais elavados nos gréos imaturos.

Esses resultados revelam que o estadio de maturagdo dos frutos (imaturo

ou cereja) interferem em alguns pardmetros da composicéo dos gréos.
3.2 Compostos bioativos

Os teores de compostos bioativos (cafeina, &cido clorogénico e
trigonelina) dos grdos de café e dos gréos classificados defeito verde estdo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Teores de cafeina, acido clorogénico e trigonelina dos gréos de café e
de gréos classificados como defeito verde (g/100 g).

Gréos sadios Grdos defeitos verdes
Cafeina 1,13 (x0,09) 1,11 (x0,13)
5-ACQ 3,27 (0,02) 3,34 (+0,02) *
Trigonelina 1,13 (x0,02) 1,11 (x0,02)

Médias (+ desvio padrdo). *Diferenca estatistica entre os grupos (p <0.05) pelo Teste t
Student.

O conteldo de cafeina presente nos graos de café e nos graos defeitos
verdes foram iguais (p<0,05). Os teores estdo de acordo com 0s descritos na
literatura. A cafeina ¢ um alcaloide conhecido por suas propriedades
estimulantes e termogénicas. Sua atividade antioxidante estd baseada na inibicéo
da lipoperoxidacgdo induzida por radicais hidroxilas (OH.), peréxidos (ROO.) e
oxigénio singlete, convertendo em um potente antioxidante com capacidade
similar a glutationa e superior ao acido ascoérbico (CLIFFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1991). Lopez-Galilea, Pefia e Cid (2008) concluiram que a cafeina
possui atividade antioxidante em sistemas-modelo.

Os teores de acido 5 cafeoilquinico (5-ACQ), é&cido clorogénico
majoritario nos grdos de café, foram superiores nos grdos imaturos crus Estes
resultados corroboram com os obtidos por Mazzafera (1999), que reportou maior
conteldo de 5-ACQ em grdos imaturos. Ramalakshmi, Kubra e Rao (2008)
também encontraram maiores teores de acido clorogénico nos graos imaturos
quando comparados aos gréos sadios.

Os polifendis importantes no café sdo os flavonoides e &cidos fenolicos
(WANG; HO, 2009). O acido cafeico e os derivados do &cido clorogénico sao 0s
acidos fendlicos mais abundantes no café. Acidos clorogénicos sdo ésteres de
acido cafeico e acido quinico com capacidades antioxidante e anti-hipertensiva

(RIBEIRO et al., 2014). Compostos fendlicos sdo responsaveis pela
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adstringéncia, sabor, e atividade antioxidante dos alimentos (CHEONG; YOU;
AVERY, 2013; NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os teores de trigonelina ndo diferiram entre as duas amostras. As perdas
do composto podem variar de 50% a 100\% de acordo com o grau de torracao
(CLIFFORD, 1975). Durante a torracdo, a trigonelina é degradada gerando a
niacina, uma vitamina pertencente ao grupo de vitaminas do complexo B
(VIANI; HORMAN, 1974), além de gerar compostos aromaticos.

3.3 Atividade antioxidante in vitro (DPPH-1C50)

A atividade sequestrante de radicais livres dos grdos de café e dos gréos

classificados como gréos defeito verde esta demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade sequestrante de radicais livres DPPH-1C50 de gréos de café
e de graos classificados como defeito verde

Tratamentos DPPH (1C50)
Gréos de café 4,35b (20,060)
Graos “defeito verde” 6,61a (x0,439)

Meédias seguidas de diferentes letras diferem (p<0.05) pelo test T Stundent.

O método DPPH é baseado na reducdo da taxa de DPPH radical estavel.
Por agdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), o DPPHe é reduzido
formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H). O EC50 baseia-se na redugéo
do radical DPPHe que ao fixar um H. (removido do antioxidante em estudo),
leva a uma diminuicdo da absorbancia, permitindo calcular, ap6s o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante consumida
na reducdo de 50% do radical DPPH (HUANG et al., 2005). Dessa maneira,
quanto menor o valor obtido, maior a capacidade antioxidante.

Observa-se que ambas as amostras possuem capacidade em sequestrar

radicais livres DPPH (Tabela 3), sendo que os grdos de café sem defeitos



65

possuem maior potencial de captura de radicais livres que com o defeito verde,
apesar dos menores teores de 5-ACQ presentes nos graos sadios (Tabela 2). No
entanto, s6 foram quantificados os teores de 5-ACQ e outros compostos
fendlicos podem estar presentes na composicdo destes graos.

A capacidade antioxidante dos polifendis é influenciada pelo nimero e
posicdo dos grupos OH, assim como pelas posices de glicosilacdo
(HALLIWELL, 2004). Sdo capazes de captar radicais alcoxila (RO,
alquilperoxila (ROQ"), superéxido (O,"), radical hidroxila (ho"), éxido nitrico
(NO"), além do oxidante peroxinitrito (ONOO/ONOOH) (WANG; HO, 2009).
Além disso, os polifenois extraidos dos grdos crus sdo capazes de inibir a
lipoxigenase (DURAK; GAWLIK-DZIKI; KOWALSKA, 2015; DURAK;
GAWLIK-DZIKI; PECIO, 2014; DURAK; GAWLIK-DZIKI; SUGIER, 2014).

3.4 Ensaio in vivo

Os resultados de peso, consumo alimentar, peso dos tecidos dos
camundongos além de parametros bioquimos do soro e atividade antioxidante do

soro e tecido adiposo dos animais estdo descritos a seguir.

3.4.1 Consumo dietético e cal6rico
O consumo dietético (g/dia) e calorico (Kcal/dia) dos animais e o
consumo dos grdos classificados defeito verde (g/peso do animal) estdo

demonstrados na Figura 1.
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Figura 1 - (A) Consumo dietético (g/dia), (B) calorico (Kcal/dia) e (C) ingestao
de grédos classificados como defeito verde por animais obesos e

eutroficos.
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*Diferenga significativa (p<0,05) pelo teste T Student. Médias seguidas da mesma letra,
néo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os animais que receberam dieta indutora de obesidade (grupos obesos)

tiveram maior consumo calérico (Figura 1b) quando comparados aos animais

que receberam dieta padrdo- AIN-93 (grupos eutréficos) comparados pelo teste

de Tukey. A Figura la mostra que o consumo de dieta entre grupos eutroficos

foi igual (p<0,05- teste T Student) assim como o consumo dos animais obesos.

Os célculos do consumo diario e valor caldrico das dietas foram feitos a

partir de estudos prévios em que foram utilizadas a mesma dieta e a mesma
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espécie de camundongos, no entanto, observou-se neste estudo um maior
consumo de dieta indutora de obesidade do que era esperado.

Em relacdo ao consumo do defeito verde, camundongos do grupo obeso
ingeriram maior quantidade quando comparados aos do grupo eutréfico (Figura
1-C) devido ao maior consumo de dieta. Por esta razdo, os dados foram

comparados entre os grupos eutréficos e entre 0s grupos obesos.

3.4.2 Peso ponderal dos animais, adiposidade e pesos dos tecidos adiposos:
epididimal e subcuténeo e marrom

A evolucéo ponderal e os pesos finais dos animais bem como os pesos
dos tecidos adiposos epididimal, subcutdneo, marrom e adiposidade estdo

demonstrados nas Figuras 2, 3 e 4 respectivamente.

Figura 2 - Peso ponderal dos animais eutrdéficos e obesos controles e alimentados
com gréos classificados defeito verde ao longo das nove semanas de
tratamento. *
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Diferenga significativa (p <0.05) pelo teste T Stundent.
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Figura 3 - Peso final dos animais dos grupos eutroficos e obesos controles e
alimentados com gréos classificados defeito verde.
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Figura 4 - Peso dos tecidos adiposos epididimal, subcutdneo, marrom (g) e
adiposidade (%) dos grupos eutréficos e obesos controles e
alimentados com gréos classificados defeito verde.
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O peso médio dos animais alimentados com dieta indutora de obesidade
foi significativamente maior que o dos animais alimentados com dieta padrdo
(Figura 3). Para este pardmetro, foi realizada uma analise comparando todos 0s
grupos para comprovar a inducgéo da obesidade.

O ganho de peso ponderal (Figura 2) e os pesos dos tecidos adiposos
epididimal e subcutaneo (Figura 4) foram menores nos camundongos obesos que
ingeriram defeito verde quando comparados aos animais obesos. Nao houve
diferenca entre os grupos eutroficos em relacdo a estes parametros.

Estes resultados ocorreram possivelmente porque os animais eutroficos
ingeriram uma quantidade significativamente menor de defeito verde (Figura 1)
quando comparados aos camundongos obesos. Porém, deve-se considerar que as
respostas metabolicas provocadas pelos compostos presentes no defeito verde
podem ter evidéncias apenas quando estabelecida a obesidade.

Estudos recentes tém comprovado que o café possui a capacidade de
estimular lipdlise (JARRAR; OBEID, 2014; SONG; CHOI; PARK, 2014). No
estudo de Su et al. (2013), os autores sugeriram que 0 consumo de uma xicara de
café contendo 150 mg de cafeina por dia pode diminuir a diferenciacdo de
adipadcitos, ocasionando reducao de peso corporal.

A cafeina exerce um efeito sobre a descarga das células nervosas e
liberagdo de alguns outros neurotransmissores e hormonios, tais como a
adrenalina, agindo também no aumento da secre¢do da enzima lipase, horménio
sensivel, uma lipoproteina que mobiliza os depdsitos de gordura para utilizar
como fonte de energia em vez do glicogénio muscular, ou seja, poupa 0
glicogénio (PETERSON, 1977).

Além da cafeina, compostos fendlicos, abundantes nos grdos crus
também foram relacionados com a reducdo do peso corporal. Foi relatado por
Murase et al. (2011) que a suplementacdo com acido clorogénico pode reduzir o

acumulo de gordura em varios tecidos, através de acdes inibitorias de enzimas
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envolvidas na lipogénese. Em um estudo realizado por Cho et al. (2010), os
autores observaram que o acido cafeico e acido clorogénico reduziram o peso
corporal e o0s niveis de horménios relacionados a obesidade em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica.

Por outro lado, o aumento de elétrons gerado pela termogénese pode
gerar um aumento do estresse oxidativo, pelo aumento da producdo de espécies
reativas.

3.4.3 Consumo de O, e gasto energético
O consumo de oxigénio (O,) e o gasto energético dos animais dos

grupos estudados estdo representados na Figura 5.

Figura 5 - Consumo de O, e gasto energético de animais eutr6ficos e obesos
alimentados com dieta sem e com adi¢do de gréos classificados como
defeito verde.
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O consumo de oxigénio e gasto energético justifica os resultados de peso
corporal e adiposidade dos animais, comprovando o aumento da termogénese.

Os camundongos obesos que consumiram o café imaturo tiveram maior
consumo de O, e maior gasto energético, comparados aos animais do grupo
obeso, e, esta diferenca ndo é observada entre o0s grupos eutréficos (Figura 4). O
aumento do metabolismo induzido pelo café verde apenas nos animais obesos
pode ser devido ao maior consumo do defeito verde ou estas respostas
metabodlicas podem ser evidentes apenas na obesidade.

A cafeina é capaz de elevar em aproximadamente 5% o gasto energético
ao longo de 24 horas. Além do aumento do gasto energético favorecido pela
liberagdo de neurotransmissores, exerce uma acao diurética, favorece o esforgo
muscular, reduz a apatia e a sonoléncia. Isso porque funciona como um
bloqueador ndo seletivo dos receptores de adenosina (Al, A2A, A2B e A3A)

afetando alguns dos processos fundamentais no organismo.

3.4.4 Peso do musculo gastrocnémico
Os pesos do musculo gastrocnémico dos animais dos grupos estudos

estdo demonstrados na Figura 6.
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Figura 6 - Peso do musculo gastrocnémico dos animais eutroficos e obesos
alimentados com dieta sem e com adicdo de graos classificados como
defeito verde.
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N&o foi possivel inferir se o defeito verde e/ou a redugdo no ganho de
peso dos animais obesos tratados com o café verdealterou o peso do musculo
gastrocnémico dos camundongos ja que nao foi observada diferenca (p<0,05
pelo teste de t Student) entre grupos eutroficos e entre grupos obesos. Uma
analise comparando os quatro grupos foi feita para avaliar se a dieta indutora de
obesidade influenciou o peso do musculo dos animais e também ndo foi
observada diferenca estatistica (p<0,05 pelo teste Tukey).

O efeito lipolitico do café induzido pelo aumento de AMC ciclico e o
consequente aumento da Lipase Hormdnio Sensivel pode representar reducédo de
gordura corporal (como comprovado neste estudo) e possivel aumento de &cidos
graxos livres. Assim, a utilizacdo destes acidos graxos para a producdo de
energia pouparia o glicogénio muscular, retardando a fadiga. Como o glicogénio
muscular é a primeira limitagdo nos exercicios, a cafeina poderia exercer efeitos
ergogénicos em que o glicogénio muscular € o fator limitante.

A cafeina diminui o limiar de excitabilidade e prolonga a duracdo do

periodo ativo da contracdo muscular, por aumentar a liberacdo de célcio do
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reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma e por inibir o mecanismo de
recaptacdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, tornando o ion Ca+ mais
disponivel para a contracdo muscular. Seu efeito antagonista aos receptores de
adenosina pode gerar diversas respostas no organismo, pode influenciar o gasto
energético e ganho de massa muscular (BRAGA; ALVES, 2000).

No entanto, 0 aumento da musculatura pode ser confirmado quando os
animais sdo submetidos a exercicios fisicos, que ndo foi objetivo deste estudo.
Além disso, estudos mostram que o efeito no aumento de massa muscular
induzida pelo aumento do esforco fisico e administracdo de cafeina depende da
dosagem do alcaloide (BRAGA; ALVES, 2000).

3.4.5 Parametros bioquimicos séricos
Os teores de colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo HDL, e

triacilgliceroéis estdo representados na Figura 7.
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Figura 7 - Teores de colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo HDL, e
triacilglicer6is de animais eutr6ficos e obesos alimentados com dieta
sem e com adicao de graos classificados como defeito verde.
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O defeito verde ndo afetou os niveis de colesterol total, HDL-colesterol,
HDL néo colesterol e glicemia de jejum (Figura 7), j& que ndo houve diferenca
entre os grupos alimentados com o café comparados com o0s aqueles que ndo o
ingeriram.

A obesidade em humanos predispde elevados niveis de colesterol,
triacilgliceréis e glicemia (L1 et al., 2009). Por este motivo, foi feita uma analise
estatistica comparando os quatro grupos a fim de verificar a influéncia do ganho
de peso dos animais neste parametro. Ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (com excec¢do dos niveis de triacilglicerdis).

De fato, a predisposicdo para dislipidemia e diabetes em camundongos €
menos evidente do que para humanos, e muitas vezes é possivel apenas observar
uma resisténcia a insulina, parametro ndo avaliado no presente estudo.

O aumento dos niveis intracelulares de AMPc induzido pela cafeina
(HOWELL,; COFFIN; SPEALMAN, 1997) pode provocar uma resposta no
enterdcito e interferir no transporte e na secregdo dos lipidos através de
quilomicrons. Bjornsson et al. (1994), utilizando hepatécitos de ratos, induziram
um aumento de AMPc pela presenca de isobutil-metilxantina, composto da
mesma classe da cafeina, e observaram reducdo da secrecdo de triacilglicerol,
colesterol e apoproteina B. Em um estudo realizado por Jarrar e Obeid (2014),
0s autores observaram que 0s niveis de triacilgliceréis p6s-prandial de grupos
administrados com cafeina foram diminuidos, provavelmente devido a reducdo
na absorcao de gordura.

No mesmo estudo, Jarrar e Obeid (2014) observaram que a glicemia
pos-prandial foi mantida nos animais administrados com cafeina,
independentemente do tempo de ingestdo da refeicdo. As diferencas entre 0s
resultados deste estudo e os de Jarrar e colegas pode ser pelo fato de nossos
animais estarem em jejum, enquanto que os deles estavam no estado poés-

prandial.
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Peso e teores de lipidios totais, triacilglicerdis e colesterol total do
figado

Na Figura 8, estdo representados o peso do figado, os teores de lipidios

triacilglicerdis e colesterol total hepaticos dos grupos estudados.

Figura 8 - Peso do figado e teores de lipidios totais, triacilglicerois e colesterol
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Né&o foi observada diferenca entre grupos que ingeriram o defeito verde

guanto ao peso do figado e niveis de lipidios totais, colesterol total e

triacilglicerol hepéticos (Figura 8). Os quatro grupos foram comparados como o
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objetivo de avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica em relacdo a esses
parametros e ndo foram constatadas diferengas significativas estatisticamente
(p<0,05).

O figado tem um papel central no metabolismo lipidico. As substancias
lipossolUveis que chegam neste 6rgdo podem ser armazenadas, oxidadas ou
ainda direcionadas para secrecdo e utilizacdo por tecidos periféricos tais como o
musculo esquelético e o tecido adiposo através das lipoproteinas. Assim, a
sintese de lipoproteinas (VLDLc, LDLc e HDc) também ocorre neste tecido.

Dietas hiperlipidicas podem acarretar um aumento da gordura hepatica,
porém, este fato ndo foi comprovado neste estudo nem mesmo os efeitos
lipoliticos do café verde.

Song, Choi e Park (2014) concluiram que o extrato de café cru
descafeinado e o acido 5-cafeoilquinico reduziu o acimulo de gordura visceral

em camundongos obesos.
3.5 Capacidade antioxidante in vivo

O sistema antioxidante enzimatico é representado, principalmente, pelas
enzimas antioxidantes: a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutagdo
do anion radical superoxido (O,), a perdxido de hidrogénio (H,O,) e O,, a
catalase (CAT) que atua na decomposi¢do de H,O,a O, e H,O e a glutationa
peroxidase (GPx), que atua sobre peroxidos em geral, com utilizacdo de
glutationa como cofator.

O sistema antioxidante ndo enzimético localiza-se, principalmente, no
meio extracelular, sendo por isso analisado em plasma e soro. No sangue,
circulam importantes antioxidantes, a exemplo das vitaminas C, E, b-caroteno
entre outros, bem como biomarcadores do dano causado por espécies reativas de

oxigénio e espécies reativas de nitrogénio, como dialdeido maldnico (MDA),
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isoprostanos, lipoperoxidos e hidroperdxidos e outros derivados da peroxidagdo
lipidica das membranas celulares.

Na Figura 9, estdo representados os teores de hidroperoxidos e de
dialdeido malénico (MDA) e na Figura 10 a atividade das enzimas superoxido
dismutase e catalase no tecido adiposo e figado de camundongos eutroficos e

obesos alimentados com gréos defeitos verdes.

Figura 9 - Teores de hidroperdxidos e de dialdeido maldnico (MDA) no tecido
adiposo e figado dos animais eutréficos e obesos alimentados com
dieta sem e com adicdo de gréos classificados como defeito verde.
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Figura 10 - Atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase no tecido
adiposo e figado dos animais eutréficos e obesos alimentados com
dieta sem e com adicdo de gréos classificados como defeito verde.
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Em relacdo a avaliagdo do potencial antioxidante, ndo foi observada
diferenca entre os grupos eutroficos e entre 0s grupos obesos quanto a
concentracdo de hidroperdxidos e de MDA e atividade da superdxido dismutase
(SOD), tanto no figado quanto no tecido adiposo (Figura 9).

A atividade da catalase (delta E/min/g) no tecido adiposo dos animais
obesos foi estatisticamente igual, no entanto, a atividade da enzima dos animais
eutréficos administrados com o defeito foi maior quando comparado com o0s
animais do eutréfico controle (Figura 10). Nao houve diferenca estatistica entre

0S grupos quanto a atividade da catalase no figado.
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Duarte et al. (2009) comprovaram a capacidade do café torrado em inibir
lipoperoxidagdo. Em um estudo in vitro com células humanas, utilizando extrato
da folha de Apocynum venetum, ficou demonstrado que o &cido clorogénico
presente na folha inibiu quase que totalmente a formacdo de substancias reativas
com &cido tiobarbitdrico (TBARS) (KIM et al., 2000).

Esperava-se reducdo dos produtos da peroxidacdo lipidica nos tecidos
dos camundongos alimentados com o defeito verde, porém, as concentracdes de
hidroperéxidos e MDA no figado e tecido adiposo ndo foram diferentes nos
grupos administrados com café quando comparados com seus respectivos
controles.

Também ndo foi observada diferenca entre os grupos para a atividade da
catalase no figado e da superédxido dismutase (SOD) no figado e tecido adiposo.
Noschang et al. (2009) observaram um aumento na atividade da superéxido
dismutase e da catalase no cortex cerebral de ratos tratados com doses de
cafeina.

E possivel inferir que os componentes presentes no defeito verde com
capacidade antioxidante neutralizaram os radicais livres produzidos pelo
aumento da termogénese e por esta razdo nao foi verificada diferenca entre os
grupos.

Porém, o poder antioxidante do defeito verde ficou comprovado, de fato,
com 0 aumento da catalase no tecido adiposo dos animais eutréficos que
receberam o0s graos defeito verde, onde o aumento do estresse oxidativo

resultante da obesidade ndo esta presente.
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4CONCLUSAO

a)

b)

d)

Gréos oriundos de frutos imaturos do cafeeiro (defeito verde) ndo
possuem composi¢do quimica semelhante a de grdos sem defeitos
para os parametros: umidade, proteina, fibras; cinzas e &cido 5-
cafeoilquinico;

O contetdo de carboidratos, lipidios, cafeina e trigonelina nédo
diferiram entre as duas amostras analisadas;

Os grdos classificados como defeito verde apresentam quantidades
consideraveis de compostos bioativos (cafeina, é&cido 5-
cafeoilquinico e trigonelina);

Os gréos defeitos verdes foram capazes de aumentar o gasto
energético e reduzir o ganho de peso ponderal e o tecido adiposo
branco dos animais obesos;

Os grdos imaturos apresentam atividade antioxidante in vitro e a
capacidade antioxidante in vivo dos grédos foi comprovada pelo
aumento da atividade da enzima catalase no tecido adiposo dos

animais eutroéficos;
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CAPITULO 3 GRAOS TORRADOS ORIUNDOS DE FRUTOS

IMATUROS DO CAFEEIRO: CARACTERIZACAO QUIMICAE

PROPRIEDADES BIOATIVAS DO MATERIAL DE ALTO PESO
MOLECULAR

RESUMO

O café torrado possui expressiva capacidade antioxidante principalmente devido
a formacgdo de melanoidinas. As melanoidinas sdo produtos finais da reacdo de
Maillard, possuem alto peso molecular, cor marrom e carater anibnico. As
propriedades quimicas e funcionais das melanoidinas do café ndo sdo totalmente
compreendidas devido a composicdo quimica extremamente complexa dessas
moléculas. Foram utilizados grdos colhidos no estadio cereja (maduros) e
estadio verde (imaturos) e, ap6s o beneficiamento e separagcdo manual, foram
obtidos grdos maduros e grdos imaturos (defeito verde). Para avaliacdo da
bioatividade do material de alto peso molecular, os gréaos foram torrados e foi
feito o fracionamento em etanol. Os gréos torrados foram caracterizados quanto
aos teores de: acucares e ligagdes glicoliticas, proteinas, melanoidinas, 5-ACQ e
cafeina (fracbes de HMWM) e avaliada a atividade antioxidante (DPPH-IC 50).
O material de alto peso molecular (HMWM) do defeito verde possui
composi¢do quimica e capacidade antioxidante semelhante ao HMWM dos
grdos maduros e podem ser usados como fonte de compostos bioativos.

Palavras-chave: Café torrado. Melanoidinas. Alto peso molecular. Compostos

bioativos.
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Roasted grains originated from immature coffee fruits: chemical

characterization and bioactive properties of high molecular weight material

ABSTRACT

Roasted coffee presents expressive antioxidant activity, especially due to the
formation of melanoidins. The melanoidins are final products of the Maillard
reaction, present high molecular weight, brown color and anionic character. The
chemical and functional properties of the melanoidins present in coffee are not
completely understood, due to the extremely complex chemical composition of
these molecules. Grains harvested in the cherry (mature) and green (immature)
stages were used and, after processing and manual separation, we obtained
mature and immature (green defect) grains. For evaluating the bioactivity of the
high molecular weight material, the grains were roasted and fractioned in
ethanol. The roasted grains were characterized regarding the contents of sugars
and glycolytic bonds, proteins, melanoidins, 5-ACQ and caffeine (HMWM
fractions), evaluating the antioxidant activity (DPPH-IC 50). The high molecular
weight material (HMWM) of the green defect present chemical composition and
antioxidant activity similar to HMWM of the mature grains and can be used as
source for bioactive compounds.

Keywords: Roasted coffee. Melanoidins. High molecular weight. Bioactive
compounds.



91

1INTRODUCAO

A bebida do café possui expressiva capacidade antioxidante, apesar dos
compostos fendlicos diminuirem com a torracdo, principalmente devido a
formacdo de melanoidinas (compostos de alto peso molecular) (ALVES;
CASAL,; OLIVEIRA, 2009; BEKEDAM et al., 2008a, 2008b; LIU; KITTS,
2011). Liu e Kitss (2011) confirmaram que estes compostos sdo 0s principais
responsaveis pelo poder antioxidante dos graos torrados.

Os A4cidos clorogénicos ou os seus produtos de degradacdo sdo
incorporados nas melanoidinas devido a formacdo de oito ligacBes ésteres ou
formas condensadas durante a torra dos grdos (BEKEDAM et al., 2008a). A
maneira como ocorrem estas ligacbes bem como o papel dos compostos
fendlicos para as diferentes propriedades das melanoidinas presentes na bebida
de café ainda s&o desconhecidos.

Durante a torracdo, ocorrem mudangas quimicas responsaveis pelo
aroma e sabor final da bebida (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006) e muitas destas
caracteristicas devem-se a presenca de melanoidinas. Na torragdo, os grdos de
café sdo submetidos a altas temperaturas por diferentes periodos de tempo
dependendo das caracteristicas desejadas para o produto final (ALESSANDRINI
et al., 2008) e da qualidade dos gréos crus.

Além de outros fatores, a presenca de defeitos pode influenciar o aspecto
dos gréos torrados. Os grdos pretos, verdes e ardidos (PVA) sdo defeitos
intrinsecos do café que mais afetam a qualidade da bebida e por isso ndo sdo
vendidos no mercado internacional, sendo separados.

Os PVA representam 20% da producdo brasileira de café, ou seja, cerca
de trés milhdes de sacas por ano e, por esta razdo, a maioria das industrias
mistura os gréos defeituosos aos de boa qualidade (FRANCA et al., 2005).

O defeito preto é proveniente de colheita atrasada ou do contato

prolongado com o solo. Os ardidos podem surgir em decorréncia de
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fermentagcfes anormais ou do processo de secagem inadequada. Ja os graos
defeitos verdes sdo oriundos de frutos imaturos do cafeeiro, colhidos muitas
vezes juntamente aos frutos com estadio de maturacdo ideal (cereja) afetando
qualidade sensorial da bebida por conferir adstringéncia a esta
(VASCONCELOS et al., 2005).

Neste sentido, busca-se um aproveitamento de grdos classificados como
defeitos, principalmente do defeito verde que possuem integridade fisica. A
utilizacdo destes gréos torrados para a salide humana é viavel devido a presenca
de compostos bioativos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioatividade do material de alto
peso molecular (HMWM) de gréos classificados como defeito verde (oriundos
de frutos imaturos do cafeeiro) torrados comparando com o0s grdos de cafés sem

defeitos (oriundos de frutos maduros).
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2MATERIAL E METODOS
2.1 Instalacdes e Amostras

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizadas as instalagbes do
Laboratério de Quimica Alimentar do Departamento de Quimica da
Universidade de Aveiro, Portugal.

Foram utilizados, neste trabalho, frutos colhidos no estadio cereja e no
estddio verde. Apo6s a colheita, os frutos foram levados ao lavador,
posteriormente foram secos em terreiro e beneficiados. Ap6s o beneficiamento,

os graos foram classificados, obtendo-se gréos de café e gréos defeitos verdes.
2.2 Torracéo

Os grdos de café e grdos defeitos foram torrados a uma temperatura
média de 200 °C durante cerca de oito minutos até atingirem um grau de
torragdo média de acordo com metodologia da SCAA (colorimétrico). Depois da

torra, foi realizado um teste colorimétrico para comparar as amostras.
2.3 Coloragao

A cor do café torrado e moido foi analisada usando-se um colorimetro
(Chomameter-2 Reflectance, Minolta, Osaka, Japan) acoplado a um processador
de dados (OP-300). O instrumento foi padronizado contra um branco antes de
cada leitura. A cor foi expressa em parametros de escala desenvolvida pela
Commission Internationale de Eclairage (CIE) L*, a*, b*.

As coordenadas L*, a* e b* representam a luminosidade da cor, em que
L* = 0 reproduz preto e L*= 100 indica branco; a* é a posi¢éo entre o vermelho

e 0 verde e b* entre o amarelo e azul.
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2.4 Preparacdo do extrato e isolamento do Material de Alto Peso Molecular
(HMWM)

Os grdos de café torrados foram moidos (250-450 mm), e as infusGes
foram preparadas por extracdo de 25 g de p6 de café em 800 mL de 4gua a 80 °C
durante 20 min.

Ap0s filtracdo e concentracdo por vacuo, foi realizada uma dialise a 4 °C
(12-14 kDa). Apds a dialise, foi retirado apenas o material solivel que foi
liofilizado, obtendo-se assim o material de alto peso molecular - HMWM
(NUNES; COIMBRA, 2002).

2.5 Fracionamento do HMWM por precipitacdo em etanol

O HMWAM foi fracionado em solucdo de etanol obtendo-se trés fracdes;
uma fracdo insolivel em 50% de etanol (Et50), uma insoltvel em 75% de etanol
(Et75) e uma solivel em 75% de etanol (EtSN) (NUNES; COIMBRA, 2001).

2.6 Determinacéo dos teores de cafeina e acidos clorogénicos

Para determinagdo de cafeina e é&cidos clorogénicos foi utilizada a
metodologia adaptada de Moreira et al. (2012). Os extratos foram analisados por
HPLC (Dionex, Ultimate 3000) por inje¢do de 25 ul. de amostra em coluna de
fase reversa (C18). O eluente A foi uma solucdo aquosa de acido férmico e o
eluente B, metanol. O programa dos eluentes ocorreu da seguinte maneira: 0—5
min, 5% eluente B; 5—45 min, 40% B; 45—65 min, 70% B; 65—75 min, 5% B. A
temperatura da coluna foi 25 °C.

O eluente foi monitorado a partir de 200 a 600 nm com um detector
photodione. (PDA-100, Dionex). A identificacdo do acido cafeoilquinico (ACQ)
foi feita por comparacdo com os tempos de retencdo do padrdo e valores da
literatura. Os acidos clorogénicos foram quantificados a partir de um padrdo
interno (5-ACQ). A cafeina foi quantificada utilizando como padrdo a cafeina

pura.
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2.7 Caracterizacéo dos grdos do HMWM e fracGes

Foram quantificados os teores de aglcares neutros e as ligagdes

glicosidicas (analise por metilacao).

2.7.1 Analise de agUcares neutros

Este procedimento é uma adaptacdo do método de Selvendran, March e
Ring (1979), descrito por Coimbra et al. (1996) e esta dividido em trés partes:
- Hidrolise

Foram pesadas em duplicado 1-2 mg de amostra para um tubo de
cultura. Adicionou-se 200 uL de H,SO, 72% e incubou-se a temperatura
ambiente durante 3 horas, agitando-se 0s tubos de cultura duas a trés vezes nesse
espacgo de tempo. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de dgua destilada, de forma
gue a concentracdo final de H,SO, fosse de 2M, e deixou-se hidrolisar a 120 °C
num bloco de aquecimento durante 1 hora. Apds este passo, arrefeceu-se 0s
tubos num banho de gelo.

- Reducdo e acetilagdo

Adicionou-se 200 pL. de padrdo interno (2-desoxiglucose 1 mg/mL) a
cada tubo com a amostra hidrolisada. Seguidamente transferiu-se 0,5 mL de
amostra para novos tubos de cultura e neutralizou-se com 200 pL. de NH;3 a 25%,
confirmando-se que o pH ficou béasico (pois caso ndo tenha ficado, ocorre
destruicdo do NaBH,; que se adiciona em seguida). Reduziu-se o0s aglcares a
alditois com 100 pL. de NaBH, (15% (m/v) em NH; e colocaram-se os tubos
num bloco de aquecimento a 30 °C durante 1 hora. Apds esse periodo,
arrefeceram-se os tubos hum banho de gelo e adicionou-se duas vezes 50 uL de
acido acético glacial, com o objetivo de eliminar o excesso de BH4-. Em
seguida, transferiu-se 300 pL das solugdes para tubos SOVIREL, cujas tampas
de teflon evitam contaminaces da amostra. Colocaram-se 0s tubos num banho

de gelo e adicionou-se 450 pL de 1-metilimidazol (catalisador) e 3 mL de
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anidrido acético. Agitou-se bem e incubou-se num bloco de aquecimento a 30 °C

durante 30 min, ocorrendo a transformacéo dos alditdis em acetatos de alditol.

- Analise por GC-FID

Andlise por cromatografia em fase gasosa usando o Cromatografo
Perkin Elmer-Clarus 400 acoplado a um detector de ioniza¢do de chama (FID),
utilizando uma coluna capilar DB-225 com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro ¢ 0,15 um de espessura de filme. Injetou-se 2 ul. de amostra com a
temperatura do injetor a 220 °C e a temperatura do detector a 230 °C, com split
de 10 minutos. O programa de temperaturas utilizado foi o seguinte: temperatura
inicial de 200 °C, aumentando em seguida para 220 °C com incrementos de 40
°C/min e novamente aumento até 230 °C com incrementos de 20 °C/min, sendo a

temperatura final de 230 °C durante 1 minuto.

2.7.2 Analise das ligagdes glicosidicas

Apbs a analise de aclcares neutros, foram analisadas as ligacdes
glicosidicas presentes na amostra. Para tal, fez-se uma anélise de agUlcares por
metilacdo, que se baseia em metilar os grupos hidroxilo livres e acetilar os
hidroxilos que estabelecem as ligacfes glicosidicas. Esta analise encontra-se
dividida em quatro partes (CIUCANU; KEREK, 1984):

-Metilacéo

- Hidrolise

Adicionou-se 500 uL de TFA 2 M a cada um dos tubos e incubou-Se a
121 °C durante 1 hora, agitando-se os tubos duas a trés vezes durante esse

periodo. Em seguida, evaporou-se o0 acido na speedvac.

- Redugdo e Acetilagéo
Adicionou-se as amostras hidrolisadas 300 ul. de NH3; 2M e 20 mg de

NaBD, e deixou-se reagir durante 1 hora a 30 °C. Em seguida, arrefeceram-se 0s
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tubos num banho de gelo e adicionou-se duas vezes 50 pL de acido acético
glacial para eliminar o excesso de BD,. Adicionou-se 450 pL de 1-
metilimidazol e 3 mL de anidrido acético. Agitou-se bem e incubou-se num
bloco de aquecimento a 30 °C durante 30 minutos. Em seguida, com os tubos
num banho de gelo, adicionou-se 3,0 mL de &gua destilada, para decompor o
excesso de anidrido acético, e 2,5 mL de diclorometano. Agitou-se
vigorosamente os tubos, para extrair os acetatos de alditol e centrifugou-se cerca
de 30 s a 3.000 rpm para se obter a separacdo das duas fases. Aspirou-se entdo a
fase aquosa por suc¢do. Em seguida, adicionou-se 3,0 mL de &gua destilada e
2,5 mL de diclorometano. Evaporou-se entdo o diclorometano na speedvac,
adicionando-se em seguida 1,0 mL de acetona anidra, que também foi evaporada
na speedvac. Repetiu-se este procedimento mais uma vez, adicionando-se mais
1,0 mL de acetona anidra e evaporando na speedvac. Os tubos foram entéo

fechados e colocados num dessecador.

-Anélise GC-qgMS

Anélise por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa, utilizando um GC-gMS Agilent Technologies 6890N Network, com uma
coluna capilar DB-1 cujo comprimento é 30 m, didmetro é 0,25 mm e espessura
¢ 0,15 um. Foi injetado 1,0 pL de amostra com a temperatura de injetor a 220

°C, sendo o tempo total da analise de 39 minutos.

2.7.3 Proteinas
Os teores de proteinas foram quantificados de acordo com a metodologia
Dumas. A partir da quantificacdo de nitrogénio presente nas amostras (analise

elementar) foi possivel quantificar os teores de proteinas multiplicando por 6,25.

2.7.4 Melanoidinas
O contetdo de melanoidinas (K mix-405nm) dos HMWM e frages foi

determinado de acordo com metodologia descrita por Bekedam et al. (2008a).
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2.8 Atividade antioxidante (DPPH-I1C50)

Para a analise da atividade sequestrante de radicais livres DPPH (1,1-
difenil-2—picrilidrazil), cada amostra foi diluida em &agua em diferentes
concentragdes. Em 0,1 mL da amostra foi adicionado 0,3 mL de DPPH" (0,5
mmol.L™) diluido em etanol. A mistura acondicionada em tubo de ensaio ambar
e agitada. Decorridos 30 min, foi realizada a leitura a 517 nm. A diminui¢do na
absorbéancia indica atividade sequestrante de radicais livres. Os testes foram
realizados em triplicata. A atividade sequestrante de radicais livres (%0ASRL)
expressa em porcentagem por comparacgdo aos controles, BHT, acido ascérbico e

trolox, nas mesmas dilui¢ces das amostras, segundo a equacéo 1:

Ac — At
— X
AcC

% ASRL = 100

(1) Em que Ac: absorbancia controle; At: absorbancia teste (amostra).

A quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% é denominada concentracédo eficiente (Ec50), também
chamada de concentracéo inibitoria (Ec50) e é calculada a partir de uma curva
de calibracdo. Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera

a sua Ec50 e maior a sua atividade antioxidante.
2.9 Estatistica

Para comparacdo entre as amostras, utilizou-se o teste ANOVA. Os
resultados foram expressos como média. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do software GraphPad Prism 5,0®. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).
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3RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Coloragao

Na Tabela 1, estdo descritos os valores dos parametros de cor (L*, a*,

b*) dos gréos de café e dos gréos classificados como defeito verde, torrados.

Tabela 1 - Parametros de cor dos gréos de café e de grdos classificados como
defeito verde, torrados e moidos

Tratamentos L* a* b*
Graos de café 24,75 a 13,76 a 30,29a
Graos defeito verde 2490 a 13,05b 29,46a

Médias (+ desvio padrdo) seguidas de diferentes letras na coluna diferem entre si
(p<0.05 — Teste t Student).

A cor é um importante pardmetro para avaliar o grau de torracdo do café
(SUMMA et al., 2007). Os valores de L* e b* foram iguais paras as duas
amostras e ambas classificadas com grau de torracdo media. Campanha et al.
(2010) classificam cafés com torracdo média aquele com valores de L* entre 16
e 30. Estes resultados corroboram com os verificados por Mendonca, Franca e
Oliveira (2009) que ndo encontraram diferenca para parametros entre grdos de
café sem defeitos e graos defeito verde apos a torracao.

A partir destes resultados, conclui-se que o grau de torracdo destes graos
foi semelhante e ndo foi um fator de interferéncia nos teores de melanoidinas

formadas.
3.2 Rendimento

Os rendimentos da fragdo solGvel e material de alto peso molecular dos
grdos de café e dos graos classificados como defeito verde estdo representados

na Tabela 2.
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Tabela 2 - Rendimentos da fracdo solGvel e material de alto peso molecular
(HMWM) dos grdos de café e dos gréos classificados como defeito

verde
g/100g pd Graos defeito verde
Grdos de café
Fracédo soluvel 26,88 27,50
HMWM 5,81 5,67

Os grdos imaturos (defeito verde) torrados possuem rendimento
semelhante aos grdos de café tanto da fracdo soltvel quanto do material de alto
peso molecular (Tabela 2). Este resultado permite concluir que o grau de
maturagdo dos grédos ndo afeta a extrato solvel nem a fraggo HWMW, podendo
ser usados 0s constituintes presentes nestas.

No estudo de Moreira et al. (2012), os rendimentos tanto da fracéo
solivel quanto do material de alto peso molecular sofreram variacGes devido

principalmente ao contetdo de carboidratos presentes nos graos.
3.3 Acucares neutros e ligagdes glicoliticas

A composicdo de acglcares e as ligacdes glicoliticas do material de alto
peso molecular e fracbes dos grdos de café e dos grdos classificados como

defeito verde estdo descritos na Tabela 3 e 4 respectivamente.
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Tabela 3 - Composicdo em aclcares, expressa em % molar, das amostras
HMWM dos gréos de café e fracdes e do HMWM dos grdos defeito
verde e fracOes e respectivas % de acucares

Composigdo de agucares (%0)
Rha Ara Xyl Man  Gal Glc  Total

Café HMWM 3,8 15,3 0,0 52,4 30,2 2,1 57,4
Et50 11 3,6 0,1 83,1 120 00 65,0
Et75 6,6 23,2 0,7 10,8 58,7 1,0 245
Sn75 316 347 13 71 25,3 0,1 19,8
Defeito HMWM 3,3 12,6 0,0 53,9 31,5 2,0 46,4
Et50 0,9 3,2 0,0 85,0 10,9 19 52,7
Et75 4,3 214 06 119 61,7 2,5 29,5
Sn75 123 424 13 5,7 384 372 16,2

HMWM: material de alto peso molecular; Et50: fragdo insollvel em etanol 50%; Et75:
fracdo insolivel em etanol 75%, Sn75: fracdo sollvel em etanol 75%; Rha: ramnose;
Ara; arabinose; Xyl: xilose; Man: manose; Gal: galactose; Glc: glicose.

A composicdo de aglcares permite inferir que os polissacarideos
presentes em maior quantidade nas duas amostras sdo as galactomananas. A
presenga de arabinose (15,3% na amostra HMWM café e 12,6% na amostra
HMWM defeito) presume ainda a existéncia de arabinogalactanas. Este
resultado corrobora com os dados da literatura, uma vez que os polissacarideos
mais abundantes no café sdo galactomananas e arabinogalactanas.

No HMWM das duas amostras analisadas, a manose esta presente em
maior quantidade (52,4% na amostra de HMWM café e 53,9% na amostra de
HMWM defeito), seguida pela galactose (30,2% na amostra de HMWM café e
31,5% na amostra de HMWM defeito). O HMWM café possui 57,5% de

acUcares totais enquanto o defeito 46,4%.
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Na fracdo Et50, verificou-se o maior conteldo de agucares totais assim
como observado no estudo de Nunes e Coimbra (2002), ja que estes acgUcares
possuem alta solubilidade em etanol 50% (MOREIRA et al., 2012).

Na fracdo Et50, sdo solubilizadas as galactomananas presentes no
HMWM e na fragdo Et75 as arabinogalactnanas (NUNES; COIMBRA, 2001).
Moreira et al. (2012) afirmam que j& é conhecida a participacdo das
galactomananas na formacdo de melanoidinas e, através de grdos de cafés
enriquecidos com arabinogalactanas do tipo Il, verifica-se um aumento de
compostos de alto peso molecular, sugerindo também a participacdo também
deste polissacarideo na formacao do material de alto peso molecular.

Apesar do conteildo de agucares totais superior no HMWM dos gréos
sadios, os teores de manose e galactose das duas amostras foram semelhantes,
sugerindo contetddo semelhante de galactomananas nos grdos e material de alto
peso molecular destas. Os menores teores de arabinose no HMWM do defeito
verde pode indicar menor conteudo de arabinogalactanas do tipo Il. A presenca
destes polissacarideos pode ser confirmada pelas ligagcBes glicoliticas

apresentadas a seguir.
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Tabela 4 - Composicdo das ligagdes glicosidicas presentes nas amostras

estudadas
Ligacdes glicosidicas HMWM grdos de  HMWM gréos defeito
café verde
T-Ara 52 54
5-Araf 7,4 6,7
4-Rhaf 4,0 34
T-Manp 2,9 3,5
4-Manp 48,5 51,6
4,6-Manp 3,3 2,2
T-Galp 55 54
3-Galp 3,8 3,7
6-Galp 3,8 3,3
3,6-Galp 10,7 10,2
4-Glcp 0,2 0,2
Total Manp/ T-Manp 18,8 16,3
Total Manp/4,6-Manp 16,9 26,6
4,6-Manp/Total Manp (%) 1,1 0,6

A ligacdo glicosidica presente em maior quantidade em ambas as
amostras é a 4-Manp. Observa-se também a presenca da ligacdo 4,6-Manp, que
corresponde as ramificacGes no carbono 6 dos residuos de manose e de ligacdes
T-Manp que indicam a presenca dos residuos de manose terminais da cadeia
principal das galactomananas. Sdo também observadas ligagdes T-Araf e T-
Galp, que correspondem as ramificagdes das galactomananas. A ligagdo 4-Glcp
indica a presenca de residuos de glucose na cadeia principal da galactomanana.
As ligagbes mencionadas anteriormente estdo descritas na literatura como
componentes da estrutura das galactomananas, confirmando a presenca deste
polissacarideo no HMWM do café e do defeito.

Além das galactomananas, as ligagdes glicoliticas confirmam a presenca
de arabinogalactanas do tipo 1l no HMWM do café e defeito, pelas ligacdes 3-
Galp, 6-Galp, 3,6 Galp aléem de 5-Ara e T-Araf. As galactomananas e

arabinogalactanas do tipo Il sdo os polissacarideos mais abundantes do café e o
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presente estudo confirma a presencga destes polissacarideos em grdos imaturos
torrados.

O grau de polimerizacdo (ou seja, 0 numero de unidades monomeéricas
por cadeia polimérica) é obtido através da razdo entre a quantidade total das
ligacGes de manose e a sua gquantidade de residuos terminais (Total Manp/ T-
Manp). Observa-se (Tabela 3) que o grau de polimerizacdo obtido do HMWM
do café é de 18,8 e do defeito 16,3.

O grau de ramificacdo, obtido através da razdo entre a quantidade total
das liga¢cdes de manose e a sua quantidade de residuos de manose ramificados
(Total Manp/ 4,6-Manp) é superior no HWMW do defeito. A percentagem de
ramificacdo é calculada através da raz&o inversa do grau de polimerizacdo e
verifica-se valores superiores no HMWM do café (1,1) enquanto no HMWM do

defeito é observado uma porcentagem de ramificagdo de 0,6.
3.4 Acido 5-cafeoilquinico e cafeina

Na Tabela 4 estdo representados os resultados de &cido 5-cafeoilquinico
(5-ACQ) e cafeina das fracdes soliveis e HMWM e fragOes etandlicas dos graos

de café e grdos classificados como defeito verde.

Tabela 5 - Teores de acido clorogénico e cafeina das fragdes do material de alto
peso molecular (HMWM) dos grdos de café dos grdos classificados
como defeito

5-ACQ g/100g Cafeina g/100g
Graos de café Graos defeito Graos de café Gréos defeito
verde verde

Fracao 1,16a 0,99b 1,20a 121a
soltvel
Et 50 0,066a 0,041a Nd Nd
Et75 Nd Nd Nd Nd
Sn75 0,213a 0,232a Nd Nd

Nd: ndo detectado. Médias seguidas de diferentes letras, diferem entre si (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
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E possivel verificar que a maior parte do ACQ permaneceu na fragio
EtSn assim como observado por Moreira et al. (2012). Verifica-se que os valores
entre as duas amostras analisadas ndo foram diferentes entre si. Foram
observadas ainda pequenas quantidades de &cido clorogénico nas fragcdes Et50
das duas amostras.

Os é&cidos clorogénicos sdao compostos de baixo peso molecular e por
esta razdo grande parte ndo é retida ao final do processo de dialise (FARAH et
al., 2008; MOREIRA et al., 2012). A literatura descreve que, aproximadamente
metade dos 4cidos clorogénicos degradados no processo de torragdo podem ser
encontrados como pigmentos, na forma de &cido quinico livre e compostos
fendlicos de baixa massa molecular, sendo mais recentemente descrita a
participacdo desses compostos na estrutura das melanoidinas do café
(BEKEDAM et al., 2008a; NUNES; COIMBRA, 2001).

Como estes compostos sdo incorporados nas melanoidinas durante a
torragdo, Farah et al. (2008) afirmam que um processo eficaz de dialise para
separacdo do HMWM do café ndo deve conter teores acima de 0,3 g/100 g de
ACQ. Devido ao baixo contetdo de ACQ contido no HMWM, faz-se necessaria
a solubilizacdo em etanol como proposto por Nunes e Coimbra (2001).

Apesar dos teores de ACQ serem reduzidos quando comparados com o
conteldo existente nos graos torrados, a presenca de compostos fendlicos
associados a compostos de alto peso molecular como as melanoidinas e
polissacarideos pode ter grande importancia para a sadde, pois estes compostos
em conjunto podem atuar como fibras alimentares.

Em relacdo a cafeina, ndo foi constatada a presenca do composto em
nenhuma das amostras analisadas. A auséncia da cafeina reforca a possibilidade
da utilizacdo do HWMW do defeito como fibra alimentar, ja& que o composto
apresenta alguns efeitos negativos ao organismo, dependendo da quantidade e

sensibilidade de cada individuo.
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3.5 Melanoidinas

As melanoidinas sdo definidas como compostos de cor marrom e alto
peso molecular (BEKEDAM et al., 20083; NUNES; COIMBRA, 2001) e por
esta raz&o, a determinagdo é feita a 405 nm como descrito por Bekedam et al.
(2008a).

Os teores de melanoidinas do material de alto peso molecular dos graos

estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Teores de melanoidinas K(mix 405 nm) do HMWM do café e defeito
e respectivas fragdes etandlicas

K (mix 405 nm)

Cafe Defeito
HMWM 0,55 a 0,53 a
Et50 0,48b 0,56a
Et75 0,532 0,512
EtSn 1,032 0,99

Médias seguidas da diferente letra, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os HMWM (kmix 405nm) e as fracdes etandlicas das duas amostras,
com excecdo da Et50, ndo foram diferentes (p<0,05) (Tabela 6). As fracGes EtSn
apresentaram 0s maiores contelldos de melanoidinas (1.03-café/0,99-defeito)
devido a alta solubilidade em etanol destes compostos, como observado por
Moreira et al. (2012).

O aumento no teor de melanoidinas se d& com a evolugdo do grau de
torragdo, devido ao desenvolvimento da reagdo de Maillard. No estudo de
Almeida e Benasse (2011), o maior valor de melanoidinas foi obtido para uma

amostra comercial conhecida por “Extra Forte”, e os cafés Gourmet
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apresentaram alguns dos teores mais baixos, coincidentes com um grau de
torracdo mais leve usualmente empregado para esse tipo de produto.

De acordo com Daglia et al. (2004) e Nicoli, Anese e Parpinel (1997), as
melanoidinas contribuem em aproximadamente com 25% da matéria seca, sendo
assim, um dos principais componentes da bebida do café torrado.

A coloracdo dos cafés torrados (Tabela 1) permite concluir que o grau de
torracdo entre as amostras foi semelhante e ndo influenciou nas diferencas

encontradas no contetdo de melanoidinas.
3.6 Proteinas

Os teores de proteinas dos HMWM e fragBes etandlicas dos grdos de

café e dos classificados defeito verde e estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores de proteinas do HMWM dos grdos de café e dos grdos
classificados defeito e respectivas fracbes etandlicas

9(100g)
Café Defeito
HMWM 14,60a 15,65a
Et50 3,87b 4,75a
Et75 11,04b 12,04a
EtSn 31,33a 33,58a

Médias seguidas da diferente letra, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Nédo foram observadas diferencas quanto aos teores de proteinas do
HMWM do café e do HMWM do defeito (p<0,05) (Tabela 7). As fracbes EtSn
das duas amostras possuem 0s maiores conteldos de proteinas (31,33 café e
33,58 defeito) e também ndo sdo diferentes entre si. Este resultado corrobora

com 0 de Moreira et al. (2012), revelando a alta solubilidade em etanol das
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proteinas presente no HMWM. As fragdes insollveis em etanol (50% e 75%) do
defeito possuem maiores teores de proteinas que as mesmas frac6es do café.

A reagdo de Maillard é uma reacdo de escurecimento ndo enzimatico e
caracteriza-se pela combinacdo do grupamento carbonila de carboidratos
redutores com o0 grupo aminico de aminoacidos, proteinas e peptidios. Por esta
razdo, o contelido de carboidratos e proteinas presentes nos gréos de café pode
determinar os teores de melanoidinas nos grdos torrados (MOREIRA et al.,
2012).

3.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do material de alto peso molecular dos gréos de
café e dos grdos classificados como defeito verde esta demonstrada na Figura 1 e
Tabela 8.

Figura 1 - Atividade sequestrante de radicais livres (% de inibi¢cdo) do material
de alto peso molecular (HMWM) dos grdos de café e dos gréos
classificado como defeito verde em diferentes diluigdes

25+
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Atividade sequestrante de radicais livres DPPH (%)
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Tabela 8 - Atividade sequestrante de radicais DPPH (EC50) do HMWM do café
e do defeito verde

Ativ. Antioxidante EC50 ug/mL
HMWM Defeito 259a+0.12
HMWM Café 24.8 b +0.08

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O método DPPH ¢ baseado na reduc¢do da taxa de DPPH radical estavel.
Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH" é reduzido
formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H). Dessa maneira, 0 mecanismo de
reducdo de radicais livres DPPH envolve a doagdo de hidrogénio (HUANG et
al., 2005).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (quantidade de DPPH’ consumida pelo antioxidante) ou
sequestradora de radicais e ou a porcentagem de DPPH" remanescente no meio
reacional. O EC50 baseia-se na redu¢do do radical DPPH" que ao fixar um H.
(removido do antioxidante em estudo), leva a uma diminuigdo da absorbéncia,
permitindo calcular, ap6s o estabelecimento do equilibrio da reacdo, a
quantidade de antioxidante consumida na reducdo de 50% do radical DPPH
(HUANG et al., 2005).

As duas amostras analisadas apresentam a capacidade em sequestrar
radicais DPPH (EC50), sendo que 0 HMWM do café possui capacidade
antioxidante mais expressiva quando comparada ao HMWM do defeito. Mais de
50% da atividade antioxidante das melanoidinas se deve pelos compostos de
baixo peso molecular (como compostos fendlicos) ligados ndo covalentemente
as melanoidinas (DELGADO-ANDRADE; MORALES, 2005).

Apesar de terem sido observados maiores teores de &cidos clorogénicos

no HMWM do defeito, o HMWM dos graos de café teve maior capacidade em
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sequestrar radicais livres, 0 que sugere que o processo de amadurecimento dos
frutos influencia a capacidade antioxidante dos gréaos.

Almeida e Benassi (2011) observaram que amostras que apresentaram
elevados teores de fenois totais também tiveram alta atividade antioxidante
estimada pelo método ABTS. As metodologias FRAP, DPPH, ABTS, Folin e
desoxirribose sdo aplicaveis para avaliacdo qualitativa e quantitativa da
atividade antioxidante em amostras de café torrado soltvel.

A presenca da pelicula prateada no defeito verde pode ser outro fator de
influéncia na bioatividade do HMWM, mas estudos ja comprovam a capacidade
antioxidante deste componente dos grdos (COSTA et al., 2014).

A capacidade antioxidante do café, ndo se restringe as melanoidinas,
compreende VArios compostos presentes na bebida bem como suas interacdes
sinérgicas ou antagdnicas (LOPEZ-GALILEA; PENA; CID, 2008), bem como
no sinergismo de compostos presentes nos graos responsaveis pela formagao das

melanoidinas.
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4CONCLUSAO

a) O material de alto peso molecular (HMWM) do defeito verde possui
composi¢do quimica semelhante ao HMWM do café e capacidade
antioxidante in vitro;

b) Além disso, o HMWM destes graos apresenta acido clorogénico e
auséncia de cafeina o que viabiliza sua utilizacdo como fibra

alimentar, dentre outras aplicaces.
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