1 INTRODUCAO

Originério da Abssinia (atual Etiopia), ao longo de centenas de anos, 0
café conquistou o paladar de inimeros povos, de diversas regides do planeta.
Hoje, é considerada uma bebida universal, fazendo parte da cultura, dos
costumes e do dia-a-dia, principalmente do povo brasileiro.

O Brasil, por ser um pais privilegiado, de terras férteis e clima ameno é o
unico pais do mundo a produzir diversificados grios de café que, combinados
em propor¢des precisas, propiciam infinitas variedades de sabor e aroma. Além
do prazer proporcionado por sua degustagdo, o café possui importantes
componentes para o ser humano.

Apds anos de pesquisas sobre o café, diversos trabalhos publicados
mostraram que a humanidade adotou o café como bebida matinal porque seu
consumo didrio torna o cérebro mais atento e capaz para suas atividades
intelectuais. Além disso, diminui a incidéncia de apatia e depressdo, estimula a
memoria, a aten¢3o e a concentragio e pode ajudar a prevenir o consumo de
drogas e do 4lcool (Lima, 2002).

O componente mais conhecido e valorizado do café ¢ a cafeina,
responsavel pelo estimulo do sistema nervoso central. Entretanto, outros
compostos presentes no café tém despertado o interesse de diversos
pesquisadores devido as suas fungdes biologicas. Nesses casos, os polifendis,
como os acidos clorogénicos ou seus derivados, parecem desempenhar papel
relevante. Todos apresentam intensa atividade antioxidante, in vitro, com
possivel papel na neutraliza¢do de radicais livres.

O interesse pela descoberta de novos e seguros antioxidantes de fontes
naturais tem aumentado, principalmente para prevenir o dano oxidativo as

células vivas. Os usos de antioxidantes sintéticos tem diminuido devido 2



suspeita de atividade como promotores de carcinogénese. O papel de
antioxidantes dietéticos e séus beneficios para a saide tém atraido grande
atencdo nos ultimos anos, especialmente aqueles extraidos de i)lantas e este
assunto coloca-se como um dos mais significativos em termos de prioridade de
pesquisa. Este interesse ndo tem sido somente na descoberta de novas moléculas
biologicamente ativas para a indistria farmacéutica, mas também para incentivar
a comercializag@o destes produtos no pais e no exterior.

Estudos tém demonstrado que o café apresenta atividade antioxidante e
anti-mutagénica. Porém, ha ainda controvésias. Parte desta controvérsia pode ser
atribuida & falta de padronizagdo de técnicas experimentais e dos diversos
componentes do café estudados, bem como dos diferentes tipos de
processamento, torragio e preparo da bebida. Além disso, a maioria dos estudos
foi realizada in vitro e estes sio de natureza simplificada para verificaggo de sua
acdo e a extrapolagdo para o organismo humano, com toda a sua complexidade e
com numerosos processos ocorrendo simultaneamente, deve ser feita com muito
cuidado. Sem duvida, estudos in vivo sio de grande interesse para ajudar na
elucida¢do da a¢do da bebida do café.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral verificar a
existéncia de atividade antioxidante e antimutagénica na bebida do café in vitro
e in vivo. Este estudo trard contribuicdo significativa para o esclarecimento do
potencial benéfico ou téxico do café para mamiferos. Isto é muito importante
para a seguranga do consumo humano ja que o café ¢ amplamente consumido

por todas as classes sociais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produciio e consumo do café no mundo

Os maiores produtores mundiais de café sdo Brasil, Colombia, México e
Guatemala com plantagdes de café ardbica (Coffea arabica L.), e Indonésia,
Vietnd, Costa do Marfim, india, Uganda e Etiépia, onde predomina o plantio do
café robusta (Coffea canephora Pierre). No final da década de 1970, a é4rea
cultivada com café no mundo era de 10 milhdes de hectares, evoluindo para 13,5
milhdes de hectares no final dos anos 1980, quando comegou a diminuir. Hoje,
situa-se em torno de 11,5 milhdes de hectares. A produgdo mundial de café, em
2003/04, foi de 102.477 milhoes de sacas de 60 kg e o Brasil, o maior produtor,
contribuiu com 28.460 milhdes de sacas (28% da produgdo mundial) (Silva,
2004).

O consumo mundial de café em 2003 foi de 111.543 milhGes de
sacas/ano, das quais cerca de 83.885 milhGes de sacas/ano correspondem aos
paises importadores e 27.658 milhdes de sacas/ano ao consumo doméstico dos
paises produtores (Silva, 2004). De acordo com o ministro da Agricultura,
Pecuiria e Abastecimento, Roberto Rodrigues, pela primeira vez, em muitos
anos, a produ¢ido de café no mundo foi inferior 4 demanda (Netcomex, 2004).

Os paises ricos consomem mais café do que aqueles com renda menor.
Ocorre também um maior consumo naqueles paises com baixas temperaturas,
como as do norte da Europa. Os EUA, com uma demanda anual de 18 milhdes
de sacas de 60 kg, destacam-se como o maior consumidor, contudo, o consumo
per capita é de apenas 4,01 kg/hab/ano. Na Alemanha e na Fran¢a, grandes
consumidores, o consumo per capita é de 7,6 e 5,7 kg/hab/ano, respectivamente
(IAPAR, 2002).

O Brasil, cuja produgdo chega a representar aproximadamente 30% do



que ¢ produzido no mundo, o consumo per capita esti em torno de 3,7
kg/hab/ano, pequeno quando comparado com o de alguns paises europeus,
porém em volume anual, algo perto de 11,4 milhdes de sacas, ficando apenas
atrds dos EUA e Alemanha (IAPAR, 2002). Porém, de acordo com Vilmondes
Olegério da Silva, Diretor do Departamento do Café/Secretaria de Produgio e
Comercializagdo, nos ultimos dez anos, 0 consumo interno de café no Brasil

aumentou e hoje é a segunda bebida mais consumida no pais (Silva, 2004).

2.2 O café no Brasil

As primeiras mudas e sementes de café chegaram ao Brasil no século
XVIII, por volta de 1730, vindas da América Central e Guiana. Mas, s6 a partir
do inicio do século XIX a cultura despertou o interesse dos grandes
proprietarios. Tormnou-se rapidamente a principal atividade agricola do pais,
responsavel por mais da metade das divisas oriundas das exportagdes brasileiras.
Essa importincia econdmica fez dos "Bardes do Café" de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais o centro da elite do Império e da Repiiblica, até quase a
metade do século XX (IAPAR, 2002).

Nas décadas de 1960, 70 e 80, o Brasil exportou entre 15 e 18 milhdes
de sacas de café por ano, com uma participagdo de 27% do volume exportado
mundialmente. Na década de 1990, as exportagdes brasileiras ficaram no mesmo
patamar, porém, a participagio no mercado mundial caiu, situando-se em 20%
das exportagdes mundiais de café, as quais representam cerca de 78 milhdes de
sacas/ano (IAPAR, 2002).

Nos ltimos dez anos, o Brasil colheu, em média, cerca de 27 milhdes de
sacas de 60 kg por ano. Minas Gerais é o maior estado produtor do pais,
produzindo cerca de 43% do café brasileiro. Esta produgdo estd concentrada
principalmente no sul do estado, mas, nos ultimos anos, também o cerrado

mineiro vem se destacando, com a cafeicultura irrigada. Em segundo lugar, vem



o Espirito Santo, com 17% (maior produtor de café robusta), seguido por Sao
Paulo (16%), com destaque para a regidao mogiana e oeste. Juntos, Minas Gerais,
Espirito Santo, Sio Paulo e Parana, produzem 83% do café brasileiro. Bahia e

Rondénia também vém se destacando na producéo de café (Silva, 2004).

2.3 Descrigio e classifica¢do botéinica do café

A planta de café pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea. As
espécies de maior importéncia econdmica sdo Coffea arabica L., responsavel
por cerca de 70% da produgdo mundial de café e Coffea canephora Pierre
(robusta) (Smith, 1985).

O cafeeiro é uma planta perene, dicotiledonea, de porte arbustivo ou
arboreo, de caule lenhoso, folhas persistentes e flores hermafroditas. O café
arabica tem a altura média de 3 a 5 metros, podendo chegar a 10 metros. Seu
tronco tem de $ a 10 centimetros de didmetro e suas raizes podem chegar a até
1,5m de profundidade. As flores tém fragancia de jasmim e seus frutos vao do
verde ao vermelho, passando pelo amarelo (Smith, 1985).

O café ardbica é de grande significado econdmico para as regides que a
cultivam, especialmente nas Américas, uma vez que seu produto ¢ de qualidade
superior (aroma e sabor mais apreciados no mundo inteiro) e de maior aceitacao

em todos os mercados consumidores do que o robusta (Martin et al., 1998).

2.4 Composicao quimica

O café cru, o café torrado e a bebida dele preparada possuem uma
composi¢do muito complexa, com centenas de substincias quimicas que
ocorrem naturalmente ou induzidas pelo processo de torragdo (Belitz &
Grosh,1999).

A composi¢io do café depende da espécie e variedade, das condigoes

ambientais do cultivo e dos métodos de processamento e armazenamento. Os
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procedimentos tecnologicos para o preparo e tratamento industrial dos grios
crus, assim como 0 modo de preparar a bebida podem modificar o tipo e a
concentragio dos seus componentes. Além disso, ndo existe um consenso sobre
a exata composicdo do café, devido a diferentes procedimentos analiticos
utilizados (Nehlig & Debry, 1994).

Observa-se uma variagdo da composi¢do quimica entre as espécies
ardbica e robusta, conforme indicado na Tabela 1. A maioria dos cafés
disponiveis comercialmente consiste de grios de café ardbica, robusta ou uma
mistura destes em concentragbes varidveis (blends). Embora ndo esteja
totalmente comprovado do ponto de vista quimico, atribui-se melhor qualidade
sensorial ao café ardbica, em comparacéo ao robusta (Clarke & Macrae, 1985).

Além dos vérios constituintes listados na Tabela 1, o café pode conter
contaminantes de origem exdgena ou end6gena. Contaminantes exdgenos sdo,
principalmente pesticidas e micotoxinas. Pesticidas sdo usados para proteger o
cafeeiro contra parasitas, s3o destruidos pela torragio e sdo totalmente ausentes
no café. Micotoxinas podem aparecer durante o processamento € ou
armazenamento do café em condi¢des impréprias, porém ainda ndo foi
confirmada sua destruigio durante a torragio (Hasan, 1999). A parafina também
pode contaminar o café durante a estocagem em sacos de juta (Nehlig &
Debry,1994).

Contaminantes endégenos sio formados durante os vérios
procedimentos de preparagdo e torragdo de café. Entre eles, estdo os
hidrocarbonetos policiclicos, as aminas heterociclicas, as nitrosaminas e outras
poucas substancias. Radicais livres tém sido encontrados em cafés e peréxido de
hidrogénio pode ser gerado pela oxigenagdo do café durante a preparagdo
(Nehlig & Debry,1994).

Durante o processamento tecnolégico do café cru, diversas

transformagdes quimicas ocorrem, principalmente devido as altas temperaturas



utilizadas na torragio. Os componentes presentes no café cru sdo precursores dos
componentes integrantes do sabor e aroma da bebida. A trigonelina, presente em
torno de 1% no grio cru, sofre desmetilagdo na torragio para formar a niacina,
uma vitamina do complexo B, em quantidades que podem aproximar-se de
20mg%, dependendo do grau de torragdo. Por outro lado, diversos componentes

volateis, como piridinas e pirréis s30 também formados (Viani & Horman 1974).

TABELA 1 Teores de porcentagens (%) de alguns constituintes de grdos crus e
torrados das espécies arabica e robusta.

Composi¢io média
(% matéria seca)

Arabica Arabica Robusta Robusta

cru torrado cru torrado

Cafeina * 0,9-1,2 1,0-1,3 1,6-2,0 1,7-2,4
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,7-1,0 0,3-0,7
Cinzas * 3,0-4,2 3,045 4,0-4,4 4,0-6,0
Acidos

Clorogénico 5,5-8,0 2,5-4,5 7,0-10,0 3,8-4,6

Outros acidos 1,5-2,0 1,0-2,4 1,5-2,0 1,0-2,6

Sacarose 6,0-8,0 0,0 5,0-7,0 0,0

Accares redutores 0,1-1,0 0,2-0,3 0,4-1,0 0,2-0,3
Polissacarideos 44,0-55,0 24,0-39,0 37,047,0 25,0-37,0
Proteinas 11,0-13,0 7,8-104 11,0-13,0 7.8-104
Aminodcidos 0,5 0,0 0,8 0,0
Lipideos * 14,0-16,0 14,0-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0

Fonte: (Raghavan & Ramalakshm1,1998; Illy & Viani,1995).
* Valores relativos devido a perda de outros compostos.



Os agucares livres sofrem transformacgdes drasticas durante o processo
de torragdo. A sacarose, que € o principal aglcar livre do café cru, pode ser
totalmente degradada se o grau de torracdo for intenso. O processo de
caramelizagdo, que envolve a degradacio da sacarose € responsavel pela
formacdo de diversos furanos e ciclotenos que participardo ativamente na
formacéo do flavor (Clarke & Macrae, 1985; Trugo & Macrae, 1982).

Entre os macroconstituintes presentes no café cru, como proteinas,
polissacarideos e lipideos, as proteinas s3o as mais suscetiveis ao processamento
tecnolégico, exercendo papel importante na geragdo de pigmentos, durante a
torragdo, pela da reagdo de Maillard e originando também compostos volateis
importantes para o flavor, como os pirréis, alquil-furanos, pirazinas e alquil-
pirazinas, principalmente a partir de hidroxi-aminoacidos. Os polissacarideos
também contribuem em menor intensidade, participando da reagio de Maillard
através de seus residuos de monossacarideos, como também na formagéo de
alquil-furanos (Trugo, 2001).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é uma substincia presente em uma
ampla variedade de bebidas, das quais se destaca o café. Ela é desmetilada por
enzimas do citocromo hepético P-4501A2 a 1,7-dimetilxantina e, em menor
extens3o, a 3,7-dimetilxantina e 1,3-dimetilxantina em humanos. Apds esta fase,
as moléculas formadas de 1,7-dimetilxantina sofrem nova desmetilagdo,
resultando em 1-metilxantina e l-icido metilirico, que s3o os principais
metabdlitos da cafeina (Trugo, 2001). A cafeina é a principal purina na
composicido do café e se encontra na polpa e no endosperma, no citoplasma do
grio e ligada a parede celular. E o componente mais conhecido, tanto cientifica
como popularmente, devido as suas propriedades fisiologicas e farmacoldgicas.

Nehlig (1999) demonstrou que a concentragdo de cafeina em um copo de
café varia de acordo com os diferentes tipos de preparo da bebida. O hébito de

ferver o péijunto com a agua aumenta o teor de cafeina, para a mesma



quantidade de café consumida (Bell et al.,1996; Camargo & Toledo, 1998). Uma
xicara, normalmente preparada, do café torrado e moido, contém entre 60 a 80
mg de cafeina. Considerando que a dose farmacologica esta em torno de 200 mg
seriam necessdrias trés xicaras para se observar algum efeito fisiolégico notdvel,
como estimulante (Graham, 1978). Dos diversos efeitos atribuidos a cafeina,
alguns ja apresentam comprovagdo cientifica, como o efeito estimulante do
sistema nervoso central, na diminui¢do do sono e como estimulante do musculo
cardiaco (Nehlig, 1999). A cafeina € um dos compostos mais estaveis durante a
torracdo, apresentando pequenas perdas percentuais que geralmente ndo
ultrapassam 5%. O café robusta apresenta teores mais elevados de cafeina em
relagio ao arabica (Trugo, 2001).

Os polifendis do café compreendem um grupo heterogéneo de
substincias, umas com estruturas quimicas relativamente simples e outras
complexas, como taninos e ligninas, contribuindo de maneira significativa para o
sabor e o aroma da bebida. Existem indicios da ocormréncia da maior
concentragio de polifendis em cafés de pior qualidade, no entanto, ndo existem
valores fixos para esta varidvel que permitam considerar um café como de pior
ou melhor qualidade (Pimenta, 1995). Os polifendis presentes no café exercem
agdo protetora e antioxidante, que podem ser perdidas quando os grios sio
expostos a condigoes adversas, como colheita inadequada, problemas no
processamento € armazenamento (Pimenta & Vilela, 2001). Segundo Meneses
(1994) os polifendis sdo gradualmente decompostos durante a torragdo, com
formagio de voliteis do aroma, materiais poliméricos (melanoidinas) e
liberagao de CO,.

Dos polifendis, os chamados 4cidos clorogénicos sdo considerados os
mais importantes e s30 0s que se apresentam em maior quantidade. O termo
icido clorogénico (CQA) foi originalmente atribuido ao éster do acido caféico

com &cido. quinico. Posteriormente, verificou-se que existiam trés isémeros



relevantes, nas posi¢des 3, 4 e 5, sendo o 5-cafeoilquinico o mais abundante.
Além dos acidos cafeoilquinicos, estio presentes, em quantidades consideraveis,

os isdmeros do 4cido feruloilquinico e do di-cafeoilquinico. Todos estes acidos
apresentam um importante papel na formagdo de pigmentos, aroma e sabor da
bebida de café (Clifford & Wight,1976; Moreira et al., 2001).

Alguns estudos tém indicado uma rela¢io entre a composi¢do da fragdo
CQA e a qualidade do grao de café ou da bebida (Trugo, 2001). O café é a
principal origem de 4cido clorogénico na dieta humana (Clifford, 1999), mas o
contetido de 4cidos clorogénicos na bebida de café é dependente da espécie, da
variedade e das condigdes de processamento do grao (Clifford & Wight, 1976).
O café robusta, por exemplo, apresenta maiores concentragdes de écido
clorogénico que o café arabica.

Existem alguns estudos relacionando, inversamente, o nivel de CQA
com a qualidade da bebida e atributos sensoriais especificos, como adstringéncia
(Trugo & Macrae, 1984a; Clifford & Ohiokpehai, 1983). Do total de écido
clorogénico no café, o dcido cafeoilquinico total representa cerca de 80% e o 5-
cafeoilquinico, 60%. Durante o processo de torragdo, esses compostos fenélicos
sdo intensamente degradados, originando pigmentos ¢ componentes voldteis do
aroma, como fenol, catecol, vinil-catecol, entre outros (Dart & Nursten, 1985).
O processo de torragdo provoca um declinio gradual dos 4cidos clorogénicos, de
modo que em uma torragdo muito intensa, pode ocorrer perda superior a 90%
das quantidades originais (Trugo et al., 1983). Em café arébica, a concentra¢ao
do 5-CQA reduziu continuamente apds a torragdo, enquanto 3-CQA, aumentou,
segundo Trugo & Macrae (1984b).

O contetido de solidos soliveis é de grande importincia para a qualidade
da bebida e para o rendimento industrial, havendo uma variagio no teor de
s6lidos entre diferentes espécies e cultivares, o grau de torragdo e o tipo de
moagem (Lopes, 2000). Pimenta (2001) verificou baixos teores de sdlidos
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soliveis totais em cafés colhidos no estadio verde, enquanto Garruti et al. (1962)
nio encontraram diferengas significativas no teor de solidos soliveis em

amostras de diferentes bebidas. Utilizando café para consumo, Castano et al.

(2000) verificaram que, 4 medida que o grau de torragdo se eleva, o rendimento

e o teor de solidos soliveis sio também aumentados, enquanto Sabbagh &

Yokomizo (1976), estudando o teor de sélidos soliveis em café torrado,

verificaram uma diminuigao nestes teores com a torragdo. Trugo et al. (2004)
nio encontraram altera¢des no contetido de sélidos soliveis em bebidas de café,

com diferentes graus de torragdo, preparadas usando filtro de papel, mas, quando

analisaram a bebida extraida em filtro de pano, constataram uma reducdo na

concentracio de solidos soliveis com a torrag3o.

Recentemente, os compostos presentes no café tém despertado interesse
de diversos pesquisadores, devido as suas fungdes biologicas. Nesses casos,
polifendis, classificaveis no grupo dos chamados 4cidos clorogénicos, ou seus
derivados, parecem desempenhar papel relevante. Todos apresentam intensa
atividade antioxidante que, por si s3, ja desfruta de relevancia na neutralizacio
de radicais livres. A potente atividade de ligagdo a centros opidides do cérebro,
verificada no café sokivel, pode ser devido a agio de uma lactona do 4cido
feniloilquinico (Boublik et al., 1983; Wynne et al., 1987). Esta atividade causa
bloqueio do desejo de autogratificagio, que leva o individuo insatisfeito a se
deprimir e a consumir drogas, como o alcool (Lima, 2002).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado fortes correlagbes entre o
consumo de café e a diminui¢3o de incidéncia de célculo vesicular (Leitzmann et
al., 1999), niveis plasmaticos de acido trico (Kiyohara et al, 1999) e decréscimo
na incidéncia de suicidio (Kawachi et al., 1996). Tendo em vista que, ha alguns
anos, o café era considerado por alguns como prejudicial a saide, verifica-se
" atualmente a existéncia de embasamento cientifico suficiente para a discussdo da

sua potencialidade funcional. Talvez esse fato demonstre, na verdade, que todo
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alimento ¢ potencialmente funcional, dependendo somente de novas descobertas
cientificas e que, talvez, mais relevante do que a classificagdo de alimentos
como "funcionais”, seja o claro estabelecimento das propriedades funcionais de

seus componentes (Trugo, 2001).

2.5 Vias de preparo

Existem duas vias de preparo do café cru, a via imida e a via seca que
usa ou ndo agua, respectivamente (Clarke & Macrae, 1985).

Os cafés naturais sdo obtidos por meio do processo via seca. Este é o
processo mais antigo e mais simples para separar o grio de café das suas
camadas protetoras, sendo o mais usado no Brasil. Na via seca os frutos inteiros
s80 postos para secar ao sol e ou em secadores a até 11%-13% de umidade.
Antes da secagem, o café deve ser submetido & lavagem visando eliminar
impurezas e separara-lo, segundo sua densidade, em bodias, com densidade
menor e verdes e cerejas, com densidade maior, conseguindo-se um café com
secagem mais uniforme (Clarke, 1987).

A via umida € um processo mais sofisticado e que, normalmente, produz
um café de melhor qualidade, por permitir a utilizacdo de frutos cereja, além de
reduzir o tempo de secagem pela retirada da polpa o que, provavelmente, evita a
ocorréncia de fermentagGes indesejaveis se o processo for bem conduzido.

O processamento por via imida envolve a obtengéo de trés tipos de café:
o despolpado, o desmucilado e o descascado. O despolpamento consiste na
retirada da casca do fruto maduro por meio de um descascador mecénico, a
retirada da mucilagem por fermentagio seguida da lavagem dos gréos.

Na obtenggo do café desmucilado, a polpa e a mucilagem séo totalmente
removidas por meio de desmuciladores mecanicos. A presenga de corpo e aroma
¢ menos pronunciada, nestes cafés (Brando, 1999).

O café descascado constitui-se em um tipo de preparo por via umida,
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embora Illy & Viani (1995) o considerem como resultado de um processo
intermediario entre a via seca e umida. O café é despolpado, mas ndo
desmucilado e omite-se a etapa de fermentagio. Com a manutengio da
mucilagem, permite-se que sejam transmitidas caracteristicas desejéveis dessas
para os grios, sendo um método de preparo que atende as exigéncias de alguns
compradores e consumidores. Para a obtengdo do café cereja descascado, apds
lavagem, a porgdo formada pelos frutos verdes e cerejas é conduzida a um
descascador para remogio da casca e parte da polpa do fruto cereja, separando-o,
assim, do fruto verde. A secagem inicial do cereja descascado deve ser feita ao
sol, em camadas removidas com fregiiéncia, até que a mucilagem seque e a
secagem continue de maneira convencional, ao sol ou em secadores. Com a
exigéncia inicial de secagem ao sol, este sistema € indicado somente para
regides onde o clima é seco durante a colheita, pois a umidade excessiva podera
ocasionar uma fermentagao incontrolavel (Illy & Viani, 1995).

Entre os produtores observa-se uma opgdo recente pelo cereja
descascado, 0 que se deve tanto a redugio do seu volume, diminuindo assim a
4rea ocupada no terreiro e aumentando a capacidade do secador, como também &
reducio dos custos de processamento e de secagem. Além disso, preserva
melhor a qualidade e mantém as caracteristicas tipicas de corpo, de aroma ¢ de

dogura dos cafés brasileiros (Brando, 1999).

2.6 Torragio e alteragdes do café

O café, para ser consumido, necessita obrigatoriamente ser torrado. Esta
fase ¢ determinante da caracteristica final da bebida, pois o grau de torracdo
evidencia e ou esconde iniimeras propriedades do grdo. Durante a torragao, 0s
grios sdo aquecidos a 200-240°C por 10-25 minutos, dependendo do tipo de
torrador e do grau de torragio requerido, o que causa mudangas quimicas e

fisicas marcantes no grao do café (Illy & Viani, 1995 ).
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A mudang¢a fisica mais evidente que ocorre durante a torragdo é a
mudan¢a de cor verde-cana no grio cru para, geralmente, marrom ou mesmo
preto no grdo torrado. Mudangas na cor durante a torragdo ocorrem ao mesmo
tempo em que ha diminui¢Zo de peso e inchamento dos graos de café. Um dos
pardmetros usados para a determinagdo da cor do café torrado, para efeito de
comparagio, € a analise de cor pelos parametros L*a*b*. Os pardmetros L*a*b*
sio atualmente os mais utilizados para localizar um espago bem definido de cor.
Neste espago de cor, L* indica luminosidade e a* e b* indicam dire¢des de cor:
+a* corresponde & diregdo vermelha, -a* ¢ a direcdo verde, +b* ¢é a diregdo
amarela e -b* ¢ a direcéo azul.

Além disso, o gran de torragido também provoca importantes mudangas
quimicas que afetam as propriedades organolépticas da mistura torrada. Como o
nivel da torragio aumenta do claro para o escuro, a bebida mostra um notavel
aumento no pH (Da Porto et al.,, 1991). Pequenas mudangas no pH alteram o
grau de ioniza¢do de compostos dcidos com consideraveis mudangas no aroma e
sabor da bebida. Além disso, a acidez do café pode ser afetada por muitos
fatores incluindo espécie, tipo de processamento, idade do gréo verde, grau de
torragdo e o tempo de armazenamento do café (Illly & Viani, 1995). De acordo
com Woodman et al. (1967), durante a torracéo ha um decréscimo no contettdo
de icidos volateis.

As mudangas citadas acima ocorrem, principalmente, devido as reagdes
piroliticas, entre elas, a reagdo de Maillard, que ocorre durante o processo de
torragdo (Illy & Viani, 1995). Estudos demonstraram que, além da influéncia
sobre a cor, aroma e sabor, os produtos da reagio de Maillard conferem a
habilidade de afetar a estabilidade oxidativa de muitos alimentos processados e
de desempenhar um importante papel como fator protetor da saiide, parecendo
suprir o corpo humano com protegdo antioxidante exdgema (O’Brien &

Morrissey, 1989).
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A reagio de Maillard envolve aminoacidos livres, peptideos e proteinas
com grupos de aminoacidos livres, os quais reagem com agiicares para formar
glicosilaminas, aminoaldoses e ou aminocetoses por condemsacdo. As
glicosilaminas rapidamente se rearranjam em aminoaldoses e ou aminocetoses
por meio dos rearranjos de Amadori e Heyns. Apds reagdo com outros
constituintes do café contendo grupos hidréxi, muitos constituintes do aroma e
pigmentos coloridos sdo formados (Sgarbieri, 1996).

Virias sdo as fases da Reagio de Maillard, passando pelo rearranjo de
Amadori, pela degradagio de Strecker, finalizando com a conversdo de
precursores de baixo peso molecular em pigmentos de cor marrom, de alto peso
molecular, denominados melanoidinas (Cheftel, 1988).

Segundo Sgarbieri (1996), nutricionalmente, a reagdo pode acarretar
perda de biodisponibilidade de lisina e outros aminoicidos, uma vez que a
ligagio deste aminoicido com o grupamento carbonila torna as ligaches
peptidicas, adjacentes ao composto de adigdo, resistentes a hidrélise pelas
enzimas digestivas. Se o tratamento térmico for enérgico, outras reagies
ocorrerio, com a conseqiiente degradagdo de carboidratos e de outros
aminoacidos da proteina. O resultado final é o escurecimento do produto por
reagdo nio-enzimatica e o aciimulo de certos compostos de degradacdo, que
podem ser téxicos.

Portanto, as principais implicagbes da reagio de Maillard nos alimentos
€ nos sistemas biologicos sao muito diversas e influenciam aspectos quimicos,
organolépticos, nutricionais, toxicolégicos e manifestagdes in vivo. Os aspectos
quimicos estio relacionados com o mecanismo da reagdo, com o isolamento e
identificacdo dos produtos intermedidrios e com a estrutura e propriedades dos
produtos finais (melanoidinas). Os aspectos organolépticos dizem respeito ao
desenvolvimento de aromas e sabores, a modificagdo de propriedades fisico-

quimicas e ao fendmeno de escurecimento. Os aspectos nutricionais consideram,
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essencialmente, a perda de aminodcidos (lisina, arginina, entre outros) e de valor
nutritivo das fontes de proteina. Os aspectos toxicologicos estdo estreitamente
relacionados com a formagédo de mutagénicos e de antimutagénicos. Finalmente,
as manifesta¢Ges dos produtos da reagéio de Maillard in vivo estdo diretamente

relacionadas com o envelhecimento (Sgarbieri, 1996).

2.7 Moagem

A moagem € uma etapa critica na preparag@o do café para a obtengao da
bebida. O principal objetivo deste processo é aumentar a superficie de extra¢io
ou, melhor, aumentar a extensdo da interface entre agua e café, para facilitar a
transferéncia de substincias soliveis e emulsificaveis para a bebida (Andueza et
al., 2003). A granulometria também pode ser relevante para extragdo de solidos
totais, relacionando-se também com a composi¢éo quimica e definindo de forma
direta o rendimento do produto (Trugo et al., 2004).

Andueza et al. (2003) verificaram que a extragdo de s6lidos e compostos
soluveis, como trigonelina, lipidios e 4cido clorogénico, aumentou inversamente
com o tamanho da particula. O contetido de cafeina aumentou significativamente
com a diminui¢do do tamanho da particula.

O processo de moagem ¢ influenciado por fatores como a espécie do
grio de café, umidade e grau de torragdo. Espécies e variedades de cafés de
diferentes paises e de diferentes tipos de processamento levam a uma
heterogeneidade na dureza do grao (Illy & Viani, 1995). Se grande quantidade
de calor é gerada durante o processo de moagem, ocorrerd perda de compostos
volateis imprescindiveis na composi¢io do aroma da bebida e outros produtos,
podendo influenciar na qualidade dos produtos finais. E provivel que a
extratividade e a velocidade de fluxo durante o preparo da bebida estejam
conjugadas ao tamanho médio das particulas produzidas no processo de moagem
(Cappuccio et al., 1999). Clarke et al. (1987) relataram que, na bebida de café,

16



quando o grau de moagem é mais fino, a extragio de soliveis e compostos

volateis é mais alta.

2.8 Preparo da bebida

Apos o processo de moagem, o café passa pela etapa do preparo para
consumo. O preparo correto vem ganhando importincia no mundo inteiro, pois €
aqui que todo esforgo de produzir um café de boa qualidade culmina.

Existem diferentes formas de se preparar o café. Os métodos e o
tamanho dos copos variam conforme a tradi¢o de cada pais e o café pode ser
filtrado, percolado, fervido, preparado como expresso, tipo turco e sohivel
(Nehlig & Debry, 1994). Geralmente, o tamanho dos copos varia entre 30 a 190
mL, sendo o conteiido médio de café de 150mL por copo (Nehlig, 1999).

Estudos tém demonstrado que as diferentes etapas e técnicas utilizadas
no preparo de um café podem produzir variagdo no teor de algumas substéncias,
tais como os acidos clorogénicos, caveol, cafestol, melanoidinas e cafeina
contidas no mesmo, assim como conferir maior ou menor atividade antioxidante
e antimutagénica, atuando diretamente na protegdo de estruturas biolégicas
(O’Brien & Morrissey, 1989).

2.9 Oxidagdes biolégicas

O oxigénio é reduzido a agua na cadeia respiratéria. Porém, a redugéo
parcial forma produtos altamente reativos, responsaveis por sua toxicidade
(Gouvéa, 2004). 4 RQAo(unc~ MNC ‘.f,,,‘:‘(, s

O termo “espécies reativas de oxigénio” (EROs) € um termo que abrange
todas as moléculas contendo oxigénio, altamente reativas e sio caracterizadas
como radicais livres como: anion superéxido (02'-), peroxila (RO",), alcoxila
(RO"), radicais alquil (R"), hidroperoxila (HO';), éxido nitrico (NO") e ndo
radicais como perdxido de hidrogénio (H,O,) e édcido hipocloroso (HOCI).
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Todos sdo capazes de reagir com os lipideos da membrana, acidos nucléicos,
proteinas, enzimas e outras macromoléculas, resultando em danos celulares
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

Entre as reagdes produtoras de EROs, estdo a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, as reagdes de oxidac¢do catalizadas por desidrogenases e
oxidases, a redu¢do do oxigénio catalisada pela NADPH-oxidase durante a
fagocitose, as reagdes de sintese de mediadores inflamatérios como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos e as reagdes de biotransformagao
de xenobibticos. Fatores fisicos que incluem raios X, ultra-som e luz ultravioleta
também levam a gera¢do de espécies derivadas de oxigénio nas células vivas
(Sies, 1986; Halliwell & Gutteridge, 1989).

Segundo Halliwell & Gutteridge (1989), nem o 4nion superdxido e nem
o perdxido de hidrogénio sdo muito reativos; porém, a toxicidade de ambos é
exacerbada pela presenga de metais. Estas espécies tornam-se altamente téxicas
nas células devido a transformagdio do peroxido de hidrogénio em radical
hidroxila, acelerada pela presenca de anion superdxido e ions metalicos como
Fe?* ou Cu”. O radical hidroxila pode ser formado pela reagdo com ion ferroso
pela reagio de FENTON ou pela reagio de superoxido com perdxido de
hidrogénio pela reagdo de HABER-WEISS .

O dano celular causado pelos radicais livres parece contribuir para o
envelhecimento e doencas - degenerativas, como céancer, doencas
cardiovasculares, cataratas, declinio do sistema imune, artrite renmética, doencas
inflamatorias, asma e disfuncdo cerebral (Mancini-Filho, 2001). Mesmo nas
moléstias nas quais EROs ndo sfo a causa primaria da lesdo, elas sdo
importantes porque toda destruigao celular libera ferro, o qual catalisa a geragio
de radicais hidroxila (Benzie, 1996).

Devido 2 sua alta reatividade, o radical hidroxila ¢ um oxidante poderoso

e é uma das EROs mais téxicas, que atua no préprio local onde foi gerado,
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combinando-se com a maioria das moléculas organicas nas células. Estes
radicais hidroxila, atuando sobre lipidios, carboidratos, proteinas e &cidos
nucléicos e em um fendmeno chamado de estresse oxidativo, levam a
modificaces da fungdo e estrutura celular que, por sua vez, poderdo levar esta
célula 4 morte. Da agdo dos radicais hidroxila sobre os éacidos nucléicos
decorrem modificagées estruturais da molécula do DNA, implicando em
mutagdes génicas. Entre carboidratos, principalmente em glicosaminoglicanas,
sdo capazes de provocar quebras na estrutura, incorrendo, dentre outras
conseqiiéncias, em perda de reconhecimento do contato celular, podendo levar a
divisdes celulares ndo limitadas pelo contato com as células vizinhas. Em
proteinas, levam a peroxidagdo protéica, que causa quebra de cadeias
polipeptidicas ¢ ou perda ou alteragdo de atividade enzimitica, com
conseqiientes alteraces funcionais e estruturais da célula. Sobre lipidios
resultam no bem estudado fenémeno chamado peroxidagdo lipidica, que é o
principal responsavel por alteragdes da permeabilidade da membrana celular
(Benzie, 1996; Gouvéa, 2004).

2.10 Peroxidagio lipidica
g Freqiientemente, a oxidagdo dos componentes lipidicos das membranas
celulares leva & injuria celular caracterizada pela alteragio da fluidez, a
modificacio estrutural dos sistemas enzimaticos e a destruicao das membranas
(Halliwell & Gutteridge, 1989). Este processo oxidativo é responsavel também
pela alteragdo da permeabilidade e da habilidade para a manutengio do gradiente
\. idnico transmembrana (Rice-Evans et al., 1991).
A oxidagdo lipidica é constituida de trés fases principais: a iniciagdo, a
propagacéo e a terminagdo (Sevanian & Hochstein, 1985). As reagdes de iniciagdo
da oxidagdo de gorduras podem ser promovidas por dois grupos de fatores: o

impacto ou absorgio de energia e rea¢Ges de dxido redugdo (Slater et al., 1987).



O primeiro grupo de mecanismos estd relacionado a condigdes em que
os alimentos ou o organismo humano estdo sujeitos a fontes de elevada energia
ou radiagdo ionizante (em alimentos: irradiagio; em sistemas biclogicos:
exposi¢ao ocupacional ou acidertal), radiagdo ultravioleta (em alimentos: usada
em sanitizagéio; no homem: exposigdo a luz solar e outras fontes), microondas
(em alimentos: cozimento; em sistemas biolégicos: exposicdo acidental ou
ocupacional), luz visivel com fotossensibilizadores (como as tetraciclinas na
fotoperoxidagio), e degrada¢do térmica de material organico (nos alimentos é a
cocg¢do; no homem sdo as queimaduras decorrentes da exposi¢do). No segundo
grupo, ocorrem rea¢des de dxido-redugéo catalisadas por metais de transigio
(reagdes de Fenton/ HaberWeiss) ( Kubow, 1992) ou por enzimas, agrupadas em
organelas ou isoladas (Rhee, 1988; Donnelly & Robinson, 1995). Tais fatores,
capazes de romper a barreira eletroquimica entre o oxigénio e as moléculas de
dcido graxo insaturado, constituem iniciadores da oxidagdo lipidica (Kanner,
1994).

Diversos fatores estdo associados a ocorréncia da oxidagdo lipidica em
organismos vivos. Assim sendo, além dos fatores acima descritos, o exercicio
fisico intenso, o estresse psicolégico, a idade avangada, as
infec¢Ges/inflamagdes, a hipertermia/hipotermia, a isquemia/reperfusio, a
aterosclerose, o diabetes mellitus, a doenga de Parkinson, a catarata, os metais
pesados, os poluentes aéreos (ambiente de trabatho ou externo e fumaga de
cigarro), os agrotoxicos (DDT, lindane, eldrin, paraquat), as drogas (lcool,
anticancerigenos, sulfonamidas, tetraciclinas) e os alimentos (dietas ricas em
gordura e pré-oxidantes e pobres em antioxidantes) constituem varidveis
relacionadas 4 génese da oxidagio de gorduras (Duthie, 1993; Kehrer, 1993;
Moller et al., 1996). Em relagdo a dieta, o consumo excessivo de alimentos com
elevado teor de 4cidos graxos poliinsaturados, a deficiéncia de vitamina E,

carotendides, selénio e outros antioxidantes constituem fatores que favorecem a
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oxidag3o lipidica (Slater et al., 1987; Duthie, 1993).

O inicio da oxidagdo lipidica decorre da interagdo de um iniciador com o
oxigénio que, uma vez ativado, pode reagir com o icido graxo insaturado,
ocorrendo a retirada de um atomo de hidrogénio do carbono metilénico
adjacente  ligagdo dupla cis do 4cido graxo insaturado, resultando na formagéo
de radicais alilicos, segundo a reag@o (Sevanian & Hochstein, 1985; Kanner,
1994):

Iniciagdo:

1. R-H + iniciador 2 R’ (Radical carbonila)

Uma vez iniciada, a reagio segue em cadeia e somente termina quando
estiverem esgotadas as reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio (Kirk,
1984). Assim sendo, a fase de propagagdo, que ocorre em seguida, €
caracterizada por diversas reagdes:

Propagagao:

2. R* + O, 2 RO,* (Radical peroxila)

3. RO;* + R-H - R+ + ROOH (Lipoidroperdxido)

4. 2ROOH - RO;* + RO+ + H,0O

As reagdes de propagacdo levam & formacéo de diversos peroxidos, que
podem ser mensurados, servindo como indice de oxidagdo lipidica, seja em
alimentos (Gray, 1978) ou mesmo no organismo humano (Halliwell & Chirico,
1993). Todavia, como os peréxidos sdo instaveis, sua mensuragdo € limitada as
fases iniciais da oxidagdo lipidica, ja que as reagdes continuam a ocorrer até a
fase de terminacio (Sevanian & Hochstein, 1985) :

5.R0O; +RO; > ROOR + 0,

6.RO;+R’ - ROOR

7.R"+ R > RR (Dimeros ou polimeros)

Dessa maneira, com o esgotamento dos substratos, as reagdes de

propaga¢io vdo cessando e inicia-se a formagdo dos produtos finais. Deste
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modo, as rea¢des de terminagio tém como caracteristica a formacao de produtos
finais estdveis ou ndo-reativos. Os radicais alquoxila (RO"), que participam de
reacdes de decomposi¢do, também podem sofrer epoxidagdo, polimerizagéo
(reagdo 5) ou reagir com outros grupos alquila (R") (reagdo 6), reagées quimicas
representativas da fase de terminag¢io (Kubow, 1992).

Os principais produtos finais da oxidagdo lipidica compreendem os
derivados da decomposi¢io de hidroperdxidos, como ilcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres e outros hidrocarbonetos. Também sdo produzidos moléculas derivadas
do rearranjo de monoidroperdxidos ou monoidroperéxidos oxidados
subseqiientemente (grupo dos S-peréxidos monocilicos, hidroperoxi-
epidiéxidos, di-idroperéxidos, endoperéxidos biciclicos, entre outros) e produtos
de elevado peso molecular resultantes de reagdes de dimerizagdo
(principalmente) e polimerizagdo (reagdo 7) de grupos C-C, éteres e perdxis
unidos a peréxidos (Esterbauer, 1993). Aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos,
alcoois e furanas, produtos da oxidacdo lipidica, geralmente volateis, também
podem ser mensurados em 6leos e gorduras, carnes, leite, cerveja, frutas (sucos),
especiarias, esséncias oleosas e outros alimentos (Gray, 1978; Sevanian &
Hochstein, 1985; Hwang et al., 1990). Embora produzido em pequena
quantidade na maioria dos tecidos, o malonaldeido ¢ o aldeido mais conhecido
gerado pela decomposi¢do de hidroperdxidos, podendo ser mensurado e servir
como indicador da oxidagdo lipidica (Sevanian & Hochstein, 1985; Kubow,
1992).

Pelo fato do fendmeno da oxidaggo lipidica ser importante na agao lesiva
do oxigénio e de suas espécies oxidantes estarem em contato com as estruturas
biologicas, é, muitas vezes, considerado como antioxidante apenas 0 composto
que impede ou inibe a cadeia de reagdes da lipoperoxidac;io.&Vérias moléculas
inibidoras do processo oxidativo foram utilizadas inicialmente para a protegao

da borrachay plasticos, combustiveis e depois incorporadas a indistria de

22



alimentos como importantes aditivos, porém, com uso permitido em baixas e
bem definidas concentragdes. Os mais importantes s3o: o butil-hidroxi-anisol
(BHA), o butil-hidroxi-toluleno (BHT) e o gaiato de propila (PG) (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

2.11 Avaliaciio da atividade antioxidante

Considerando as particularidades e a complexidade do fenémeno de
oxidag¢do, no que diz respeito ao substrato oxidavel, subdividido, por sua vez,
em vérias etapas, compreende-se a dificuldade de encontrar um método de
avaliagio completo, ideal, que permita detectar, na sua totalidade, a capacidade
antioxidante de um sistema ou composto quimico antioxidante. Tal dificuldade é
freqlientemente lembrada por pesquisadores (Smith & Anderson, 1987;
Halliwell et al., 1995), em especial, da indistria alimenticia, j4 que os
fendmenos de oxidagio de proteinas e, principalmente, de lipidios, podem
diminuir em muito a vida 1til de alimentos como massas, gorduras, 6leos
vegetais e produtos cirneos (Frankel et al., 1994), além de ser um fenémeno
altamente nocivo as estruturas biolégicas, uma vez que as membranas que as
constituem apresentam-se como bicamadas de lipidios e proteinas (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

No que se refere & parte de avaliagdo do processo oxidativo e,
conseqiientemente, da eficacia de compostos antioxidantes, varias metodologias
sdo utilizadas como as revisadas por Aruoma (2003). Entretanto, a dificuldade
de se encontrar um método ideal e completo que permita a avaliagio de um
composto quimico quanto a sua capacidade antioxidante, no seu todo ou por
completo, é fato constatado pelos especialistas desde o inicio das pesquisas na
area (Halliwell et al., 1995; Frankel et al., 1994). Diante disso, tais
pesquisadores propdem, sempre que possivel, a realizagdo de um conjunto de

métodos de modo que cada um contribua com a elucidagio de uma parte do




Os compostos fendlicos parecem ser destruidos com a torragdo (Daglia
et al. 1994), enquanto os produtos da reagio de Maillard, com propriedades
antioxidantes, sdo formados (Kroyer et al.,1989; Elizalde et al., 1992). Nicoli et
al. (1997a) relataram que, no grau de torra¢do médio, a bebida de café arabica
apresentou a mais alta atividade antioxidante in vitro. Como sugerido por estes
autores, os produtos da reagdo de Maillard conferem ao café propriedades
seqiiestrantes de oxigénio e estes produtos sio reduzidos ou transformados em
compostos com menor capacidade seqiiestrante, com 0 avango da torragio.
Castillo et al. (2002) também verificaram o efeito da torragdo na atividade
antioxidante da bebida de café, tendo a menor sido observada com o grau de
torragdo escuro, sendo o claro igual ao médio. Anese & Nicoli (2003) relataram
que a atividade antioxidante da bebida de café aumentou com a torragdo e pode
ser influenciada pelas condigGes de empacotamento. Amostras de café
empacotadas a vicuo mantiveram as propriedades redutoras durante o tempo de
armazenamento, embora a atividade seqiiestrante de radical tenha se alterarado,
como nas amostras empacotadas na presenga de oxigénio.

Borrelli et al. (2002), ap6s separarem as melanoidinas do café claro,
médio e escuro por cromatografia de filtragdo em gel e analisarem por
espectrometria de massa, observaram que a quantidade de melanoidina presente
no café aumentou com a intensidade do tratamento térmico, enquanto seu peso
molecular diminuiu. A atividade anti-radical das melanoidinas diminuiu com a
intensidade da torracdo, mas a capacidade de prevenir a peroxida¢io do acido
linoléico foi maior em café torrado escuro.

Yamato et al. (2002) verificaram que o café contribuiu para a redugao do
estresse oxidativo induzido em cérebro de ratos e este efeito pode estar
relacionado a cafeina mas ndo ao &cido clorogénico. Outros estudos indicam que
a cafeina age como seqiiestrante de radicais gerados pela reagdo de Fenton (Shi
et al., 1991) e inibe a lipoperoxidagdo em figado de ratos (Devasagayam et al.,
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1996). Chul Lee (2000) demonstraram importante atividade antioxidante, dos
produtos do metabolismo da cafeina (1-metilxantina e cido 1-metil-drico) in
vitro, mas nio da cafeina. Hasan (1999) atribuiu & cafeina e aos taninos a
propriedade antitoxigénica do café e cha.

Alteragbes séricas, em populagdes humanas, tém sido relatadas
decorrentes do consumo de café. O consumo de café aumentou a concentragdo
de 4cido trico no plasma humano (Natella et al., 2002). Yukawa et al. (2004)
relataram redugdo significativa da oxidagdo da LDL em estudantes japoneses,
ap0s a ingestdo de altas doses de café (450mL/kg/dia).

A formagio de compostos com atividade pré-oxidante tem sido
observada em alimentos ¢ em outros sistemas durante a reagdo de Maillard
(Auroma, 1996). Daglia et al. (1994; 1998) demonstraram que café torrado
possui atividade pré-oxidante in vitro. Esta atividade depende da espécie de café
e do grau de torragdo. A atividade pré-oxidante do café ardbica foi maior que o
café robusta porque o café ardbica apresentou menor eficiéncia antioxidante
(Andueza et al., 2004).

Muitos compostos fenélicos podem agir como pré-oxidantes (Gutteridge
& Xaio-Chang, 1981; Laughton et al.,1989; Wiseman & Halliwell,1993).
Yamanaka et al. (1997) verificaram que o 4cido clorogénico e o acido caféico,

presentes no café, tém a¢do pré-oxidante via formaggo de radicais hidroxila.

2.14 Mutagenicidade

Certos agentes quimicos associados ao estilo de vida e dieta, bem como
as radiagdes ionizantes e ultravioleta, podem induzir alteragbes genéticas
permanentes em todos 0s organismos vivos, as mutagoes. Essas alteragGes tém
efeitos deletérios no individuo ou nos seus descendentes e as implicagdes dessas
alteragbes genéticas sdo muito amplas. Em popula¢des humanas, podem

aumentar a incidéncia de doengas genéticas e levar ao envelhecimento precoce.
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A induciio de danos na linhagem germinativa e nos mecanismos que controlam a
divisiio celular nos seres vivos pode ter consegiiéncias substanciais, tanto para a
saiide humana como para o meio ambiente. Os agentes mutagénicos podem
acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagles que estdo associadas ao
desenvolvimento de neoplasias. Apds passar por varias divisGes, uma célula
podera acumular mutagdes que, se em nimero elevado, poderd determinar a
perda do controle de sua divisio, determinando assim o aparecimento do cincer
ou tumor (Camargo, 2002).

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese podem estar
intrinsicamente ligados. A muta¢io é uma conseqiiéncia do dano no DNA e este
pode ser o estigio inicial do processo pelo qual a maioria dos carcinégenos
quimicos inicia a formagéo do tumor (Sgarbieri,et al., 1997)

A maioria dos cinceres é causada pela exposi¢do dos individuos aos
agentes carcinogénicos ambientais, em particular os hdbitos dietéticos, que sdo
considerados os principais determinantes para a génese do cancer em humanos
(Hasegawa et al,, 1995). A carcinogénese pode ser estudada em trés fases:
iniciagdo, promogao e metastase. Estabelecida a iniciagdo, certos constituintes da
dieta poderdo agir como moduladores da promogao e do desenvolvimento
tumoral, tanto no sentido de acelerar o processo como o sentido oposto, de
reprimir ou retardar o seu desenvolvimento. Tem sido demonstrado que tanto
macronutrientes, como gorduras, proteinas, carboidratos e micronutrientes,
como vitaminas e elementos minerais, podem modular o desenvolvimento
tumoral e influir de maneira importante na incidéncia e na patogenicidade dos
tumores. Compostos ndo-nutrientes, existentes nos alimentos ou que se formam
no preparo e consumo dos alimentos, podem atuar como moduladores da
carcinogénese (Sgarbieri et al., 1997).

A formagio de compostos mutagénicos durante o tratamento térmico em

alimentos esta bem estabelecida (Sgarbieri et al., 1997). Compostos mutagénicos



podem ser formados durante a pirdlise de proteinas e aminoacidos (Peters et al.,

1981).

2.15 Café e mutagenicidade

Esta bem documentado que a dieta tem um papel crucial na etiologia do
cancer humano e esfor¢os tém sido feitos para identificar substancias protetoras
(antimutagénicos e anticarcinogénicos) em alimentos. Embora numerosos
estudos tenham sido publicados, é problematico usar estes resultados para o
desenvolvimento de estratégias nutricionais, devido ao uso de modelos in vitro,
genotoxinas e carcindgenos que nao sio relevantes para humanos, falta de
conhecimentos sobre a dose-efeito dos constituintes dietéticos protetores do
DNA, entre outros (Knasmuller et al., 2002).

Os componentes regularmente presentes nos alimentos, pertencentes aos
mais variados grupos de substancias quimicas, que possuem efeitos preventivos
para o cancer ou benéficos para outras patologias, s3o freqiientemente
conhecidos como quimiopreventivos (Stavric, 1994). Os alimentos contendo
agentes para a quimiopreveng¢do constituem um dos principais grupos de
alimentos com propriedades funcionais, conhecidos também como nutracéuticos
ou farmaco-alimentos (Broth & Thomson, 1995).

O modo de agdio dos quimiopreventivos é pouco conhecido, embora
muitos deles sejam antioxidantes e, como tal, talvez possam seqiiestrar radicais
livres, formados durante a preparacio do alimento ou em processos bioldgicos
que ocorrem no organismo vivo (Stavric, 1994).

O café ¢ uma bebida mundialmente consumida. Devido & sua
popularidade e amplo uso, existem numerosos estudos relacionados & sua
seguranca e implicagdes na saide. Contudo, os dados sdo controversos. Varios
estudos que demonstraram a atividade mutagénica do café e cafeina, in vitro,

utilizaram doses muito altas (Nehling & Debry, 1994). Além disso, seus efeitos
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foram inativados pela adi¢do de enzimas microssomais hepaticas, possivelmente
devido A sua inativagdo enzimdtica ou simplesmente pela acdo direta de
mutigenos com proteinas presentes em S9 (Nagao et al., 1979).

Por outro lado, o café apresenta propriedades antioxidantes e age como
seqiiestrante de radicais livres (Standler et al., 1994). O DNA nuclear ¢ um dos
principais alvos biolégicos do estresse oxidativo (Ames, 1989). O perigo
genotodxico produzido pelos radicais livres se traduz em uma modificagdo de
bases do DNA e formacio de adutos (Pfohl-Leszkowiez et al., 1995)
conseqiientemente, estimulando o processo carcinogénico (El Ghissassi et al.,
1995).

O efeito mutagénico do café tem sido demonstrado in vitro: pelo teste de
Ames (Nagao et al., 1979; Aeschbacher & Wurzner, 1980; Aeschbacher et al.,
1980; Fujita et al., 1985; Fung et al., 1988; Duarte et al., 1999) em Escherichia
coli (Kosugi et al., 1983), em Drosophila melanogaster (Graf & Wurgler, 1986;
Hiramoto et al., 1998), em cultura de células de pulmao de hamster (Nakasato et
al., 1984; Hiramoto et al., 1998), de linfdcitos humanos (Aeschbacher et al.,
1985; Hiramoto et al, 1998) e de células embrionarias intestinais (Itagaki et al.,
1992). Tem sido relatado que o café induz & quebra da fita Gnica de DNA em
células ovarianas de hamster em cultura (Rinkus, et al.. 1987; Hiramoto et al,,
1998), troca de cromatides irmas e células endorreduplicadas (Tucker et al.,
1989; Hiramoto et al., 1998).

Usando o teste de Ames, alguns autores foram capazes de demonstrar
uma fraca atividade mutagénica em extrato aquoso de café instantineo e café
filtrado. A atividade mutageénica foi determinada com a linhagem de Salmonella
typhimurium TA100 e a adigdo de enzimas microssomais de mamiferos (S9)
reduziu ou mesmo eliminou totalmente o efeito mutagénico (Nagao et al,, 1979;
Aeschabacher & Wurzner, 1980). Aeschbacher et al. (1985) citam que algumas

enzimas encontradas no extrato de figado, como glioxalase I ¢ II, em associacdo
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com catalase e glutationa redutase, podem inativar os efeitos mutagénicos do
café e da cafeina in vitro. A peroxidase também ¢é capaz de eliminar o efeito
citotoxico do café instantineo em células embriondrias intestinais in vitro; ja a
catalase tem um menor efeito protetor. A superoxido dismutase aumenta o teor
de peréxido de hidrogénio, aumentando o efeito citotéxico (Itagaki et al., 1992).
Numerosos trabathos com o objetivo de verificar os efeitos genotoxicos
dos varios constituintes do café 1ém sido realizados (Nehlig & Debry, 1994). De
fato, mais de 660 substincias volateis ja foram identificadas no café (Viani,
1993). E possivel que alguns destes compostos voldteis tendam a formar
interagdes com o DNA devido a sua reatividade, podendo, em parte, serem
responsdveis pelo efeito mutagénico do café in vitro. Esta hipotese é baseada no
fato de que os grios de café crus ndo séo mutagénicos e s6 se tornam apos a
torragio (Albertini et al, 1985; Dorado et al,, 1987). Alguns compostos
produzidos durante a torragdo, como dicarbonilas alifiticas (metilglioxal,
etilglioxal, propilglioxal, maltol e diacetil) e peréxido de hidrogénio sdo ativos
no teste de mutagenicidade de Ames (Fujita et al., 1985b). Metilglioxal e
perdxido de hidrogénio parecem ser os responsaveis pela mutagenicidade do
café instantaneo. O metilglioxal pode ser gerado durante a reagio de Maillard,
pela decomposicdo de aglicares e aminoacidos. A presenga de perdoxido de
hidrogénio potencializa a mutagenicidade do metilglioxal (Fujita et al, 1985a).
Durante a torragd3o, a maioria do acido clorogénico presente no grio cru se
decompde, formando varios outros fendlicos como &cido caféico, catecol,
pirogalol ou hidroquinona (Millin & Cruickshank, 1988). A auto-oxidagdo
destes polifenéis, que ocorre principalmente em pH alcalino, pode ser a fonte de
peroxido de hidrogénio presente no café (Rueff et al, 1999). As aminas
heterociclicas (Kikugawa et al., 1989) também podem ser formadas durante a
torragdo, Entretanto, fibras de hemicelulose insohiveis e polifenéis soliveis de

alto peso molecular presentes no café sio capazes de remover as aminas
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heterociclicas mutagénicas (Kato et al, 1991). Algumas substincias
mutagénicas sdo formadas durante a pirdlise do café, e sdo provenientes de
compostos nitrogenados nele presentes. Mas, compostos fenolicos, como acidos
clorogénico e caféico, podem inibir as propriedades mutagénicas das substancias
formadas por nitrosagdo (Nehlig & Debry, 1993).

QOutras substancias presentes no café, como cafeina, acido clorogénico,
acido cafeico e flavonoides, sao suspeitas de contribuir para o efeito mutagénico
direto do café (Fung et al.,1988; Nehlig & Debry, 1994). Estudos in vitro
estabeleceram que a cafeina pode potencializar o efeito genotoxico de varios
agentes causadores de danos ao DNA (Nehlig & Debry, 1994). Porém, Nagao et
al. (1979), usando o teste de Ames, ndo demonstraram diferenca significativa na
mutagenicidade entre café normal e descafeinado. Recentemente, Granby &
Fagt (2004) demonstraram a presenca de acrilamida, um provével carcinégeno,
em café. Estes autores relataram que o nivel de acrilamida ndo diferiu com o tipo
de preparo da bebida, mas se alterou de acordo com o grau de torragdo do café,
sendo que o café torrado médio continha mais acrilamida que o café torrado
escuro.

Sakamoto et al. (2003) demonstraram que o café aumenta a formacao da
base modificada 8-hidroxi-desoxiguanosina, um dos principais produtos da
oxidacdo do DNA, em ratos. Além dos compostos presentes no café, tem sido
estudado o efeito carcinogénico de papéis de filtro usados no seu preparo.
Dependendo de como sdo feitos, estes filtros podem conter 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina, substancia muito toxica para o0 homem (Nehlig &
Debry,1994).

O efeito do café em populagdes humanas também sido estudado. Smith
et al. (1990) reportaram efeito mutagénico do café, pois observaram aumento na
indugio de micronicleos em eritrocitos/reticuldcitos de humanos

esplenectomizados. Estudo epidemioldgico sugeriu que o café (se consumidos
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mais de 7 copos por dia) provocou cancer de bexiga em homens holandeses
(Zeegers et al., 2001). No entanto, Ribeiro (2003) relata que o risco de cancer
pode variar dramaticamente em diferentes regides e populagdes, especialmente
entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Além disso, a incidéncia
pode variar com a idade da populagdo, o nivel de industrializacdo e de
urbanizagdo e com o padrdo de dietas (Ribeiro & Salvadori, 2003).

Viarios autores, utilizando diferentes protocolos, realizaram intensa
pesquisa em relagdo 2 atividade antimutagénica do café. Empregando sistema de
analise bacteriana, Stich et al. (1982) e Obana et al. (1986) demonstraram a
inibicdo da mutagénese pelo café. Utilizando bebida de café filtrado, café
instantineo, café instantineo descafeinado e café sohivel, em doses variando
entre 225 a 1125 mg/kg de peso corporal, Abraham (1989) demonstrou a
inibicio dose-dependente da genotoxicidade em camundongos induzida pela
mitomicina C, ciclofosfamida e procarbazina.

A administragdo oral de café em doses de 150 mg a 1000mg/kg reduziu
significativamente o dano ao DNA mediado pela formacio endbgena de
nitrosouréia em células de medula Gssea e células epiteliais de colo em
camundongos que receberam, simultaneamente, a administragéo de metiluréia e
nitrito de sodio. Além disso, icido clorogénico e pré-melanoidinas também
inibiram o dano ao DNA (Aeschbacher & Jaccaud, 1990).

A bebida de café, administrada a camundongos (15-16 dias de gestag3o),
inibiu a indugdo de micronicleos pela ciclofosfamida, N-nitrosodietilamina, e
N-nitroso-N-etilurea no figado fetal, sangue fetal e medula 6ssea materna
(Abraham, 1995a). Abraham (1995b) demonstrou que o café, mesmo em doses
baixas (100 mg/kg) pode potencializar o efeito antigenotdxico de constituintes
da dieta. No entanto, nesta concentra¢do, o café sozinho nio exerceu efeito
antigenotdxico.

Em camundongos, o café inibiu a genotoxicidade de varias substéncias,



tais como 7,12-dimetilbenzo-a-antraceno (DMBA), benzo-a-pireno (BP),
aflatoxina B, (AFB,) e uretano (UR) (Abraham, 1991). Este autor concluiu que a
atividade antimutagénica € dependente do tempo de administra¢do do café em
relagdo 3 exposicdo ao agente carcinogénico, sendo obtida maior inibi¢do se o
café for administrado antes do genotéxico, reduzindo um pouco sua atividade se
co-administrado com 0 genotéxico e ndo obteve efeito se administrado 2 horas
ap6s o genotoxico. Em contraste com estas observagdes, existem relatos que
mostram que a ingestdo de café ndo causa alteragdo significativa na incidéncia in
vivo de dano cromossomal induzido pela dimetilnitrosamina (Shimizu and Yano,
1987), aflatoxina B, (Ito et al., 1989) e adrimianina (Abraham,1989).

Constituintes do café, como acido caféico, acido clorogénico, cafeina,
kaveol, cafestol e taninos, tém sido identificados como inibidores da
genotoxicidade de alguns carcinégenos. Sob condi¢bes in vitro, San & Chan
(1987) observaram a inibigdo do metabolismo e mutagenicidade induzida pela
aflatoxina pelos acidos clorogénico e caféico. O consumo de dieta contendo
acido caféico protegeu significativamente camundongos contra a genotoxicidade
do DMBA (Raj et al., 1983). Além disso, segundo Kasai et al. (2000), o acido
clorogénico pode inibir 0 dano de DNA in vitro; Wattenberg (1983) relatou a
inibi¢do da neoplasia induzida por BP pelo 4cido caféico; Cavin et al. (2002)
demonstraram o efeito anticarcinogénico dos diterpenos kaveol e cafestol; Ito et
al. (1989) demonstraram a supressdo da aberragdo cromossémica induzida pela
aflatoxina, em células de medula Gssea de ratos, pela cafeina e Nepka et al.
(1999) demonstraram a atividade quimiopreventiva da administra¢do de icido
tanico na redugdo da incidéncia de cancer hepitico em camundongos. A cafeina
inibiu a carcinogénese da pele de ratos induzida por agentes quimicos
encontrados em cigarros (Rothwell, 1974) e carcinogénese estomacal induzida
pela peroxidagéo de lipideos em ratos (Nishikawa et al., 1995).

O mecanismo molecular do efeito antimutagénico do café é pouco
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conhecido. De acordo com Schlegel et al. (1987), o efeito antimutagénico da
cafeina se deve i inibi¢do da sintese protéica.

Dois tipos de substincias que agem como antagonmistas do efeito
mutagénico de aminas heterociclicas produzidas pela pirélise de alimentos
foram identificados no café. O primeiro composto, uma fibra de hemicelulose
insoliivel, pode efetivamente adsorver varios agentes mutagénicos formados
durante a torragio do café. O outro é formado por polifendis de alto peso
molecular capazes de destruir agentes mutagénicos. Polifendis sdo convertidos
em derivados de quinona na presenga de oxigénio molecular, os quais poderiam
destruir agentes mutagénicos presentes nos alimentos. A quantidade destes dois
componentes contidos em um copo de café seria suficientes para neutralizar uma
quantidade substancial de agentes mutagénicos produzidos pela pirdlise de
nutrientes (Kato et al., 1991).

Dados atuais sugerem que o equilibrio entre as reagSes de fase I
(enzimas que ativam carcindgenos) e reagdes de fase II (enzimas que
desintoxicantes) ¢ critico para determinar o risco de um individuo para o cancer.
Deficiéncias humanas da atividade de enzimas da fase II, especialmente a
glutationa s-transferase (GST), tém sido associadas ao aumento do risco de
cancer (Wilkinson & Clapper, 1997). Por outro lado, a indu¢io da GST ou
outras enzimas de fase II, como UDP-glucuronil-transferase (UDP-GT) pelos
antioxidantes, representa uma estratégia promissora para a preven¢édo do cincer
(Prochaska & Talalay, 1988).

De acordo com Wattenberg & Lam (1984), a adi¢do de café cru moido
na dieta de camundongos aumentou a atividade da glutationa S-transferase no
figado e mucosa do intestino grosso e a torracéo ndo alterou esta atividade. No
entanto, comparando a bebida tipo turco com a bebida de café instantineo,
observou que esta ultima apresentou menor atividade. Estes autores

relacionaram a redugdo da atividade com a auséncia de lipideos kaveol e



cafestol, que exercem efeito quimioprotetor, no café instantaneo. Além disso,
Cavin et al. (2003) demonstraram que diterpenos especificos do café cafestol e
kaveol inibiram a formagio de adutos no DNA pelo benzo-a-pireno em
hepatdcitos de ratos. Em células de origem humana, o efeito protetor encontrado
foi similar, sugerindo que os efeitos em ratos podem ser relevantes para o
homem. Mas, os mecanismos que contribuem para estes efeitos podem variar. O
principal mecanismo para este efeito observado em ratos foi a inducdo da
glutationa s-transferase, entretanto, foi o de menor importincia em relagio as
células bronquicas humanas em que a inibi¢do do citocromo P450 foi de maior
significancia.

Graf et al. (1998) demostraram a inibigo da recombinagdo mitética pelo
café instantaneo em Drosophila melanogaster, enquanto que Huber et al. (2003)
demonstraram a estimulago, pelo café e seus componentes kaveol e cafestol, da
atividade da 0%metilguanina-DNA metiltransferase em figado de ratos
adicionando novas perspectivas para a atividade
antimutagénica/anticarcinogénica do café além da modificagio do metabolismo
de xenobibticos.

Estudos epidemiolégicos sugerem uma relagio inversa entre 0 consumo

de café e o cancer intestinal (Giovannucci, 1998).

2.16 Café e parametros bioquimicos e hematolégicos

A oxidagio da LDL ¢é umas das principais causas de doengas
cardiovasculares. Além disso, indicadores de risco para essas doengas s3o a
elevagao de colesterol - LDL, diminui¢do de colesterol - HDL e aumento dos
triglicerideos (Berliner et al., 1995; Martinez & Lourenco, 1996).

Estudos epidemiolégicos sdo controversos. Em paises escandinavos, foi
demonstrada correlagio positiva entre a ingestdo de café e concentragdes de

colesterol no plasma (Thelle et al., 1983). Mas, esta relagdo ndo tem sido
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encontrada em outros paises da Europa nem nos Estados Unidos (Thelle et al.,
1987; Trugo, 1997). Estudos indicam que estes diferentes efeitos poderiam ser
explicados pelo método de preparo da bebida (Thelle et al.,1983). O contetido de
kaveol e cafestol, principalmente o ultimo, nas bebidas de café tem sido
relacionado com o aumento do colesterol (Urgert & Katan, 1997).

O cafestol estd presente em todas as espécies de café, embora o café
arabica contenha maiores concentragdes que o robusta (Roos et al., 1997).
Pesquisas tém relacionado a influéncia do modo de preparo da bebida ao
contetido de kaveol e cafestol; além disso, sabe-se que estes diterpenos sdo
retidos pelo papel de filtro. A bebida de café fervido, néo filtrado (tipo turco),
aumenta o nivel de colesterol (Aro et al., 1987), entretanto, a relagio de outros
tipos de preparo da bebida de café com o nivel sérico de lipidios e lipoproteinas
nio esta completamente esclarecida (Miyake et al., 1999). Como revisado por
estes autores, um copo de café instantineo por dia foi associado com um
aumento significante de colesterol total em mulheres. Além disso, Burr et al.
(1995) demonstraramn um aumento significativo no nivel de colesterol total e
apolipoproteina B apds a ingestio de café instantaneo. Por outro lado, tem sido
demonstrado que o método de preparagdo da bebida ou filtragéio nio tem uma
importante influéncia na composi¢ao lipidica € ndo ha retencéio preferencial de
um componente lipidico particular no filtro de papel (Ratnayake et al., 1993).

Ito et al. (1998) ndo encontraram aumento de colesterol total e
triglicerideos em humanos que receberam a bebida de café filtrado. A ingestiio
de café instantaneo (Hill, 1985; Aro et al., 1985, McAnlins et al., 1998) ou de
café filtrado (Natella et al., 2002) ndo induziu altera¢io do nivel de colesterol.
Para acentuar a controvérsia, Yukawa et al. (2004) revelaram redu¢io no
colesterol total e LDL-colesterol apés consumo de café, contudo nio houve
alteragdes significativas de triglicerideos e HDL-colesterol.

O acido drico nos animais é o produto final do metabolismo das bases
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puricas, sendo a guanina e a adenina convertidas em xantina e hipoxantina,

respectivamente. Estas, por agdo da xantina oxidase, formam 4cido urico. Sua

concentragdo nos liquidos organicos depende do balango entre a produgéo € a

eliminagdo através dos rins. Natella et al. (2002) relataram aumento significativo
na concentragio de dcido vrico apés consumo de café, por humanos. Por outro
lado, Leenen et al. (2000) nio observaram, em humanos, aumento de dcido drico
apés a suplementagdo com bebidas ricas em fendlicos.

O ferro ¢é indispensavel & produ¢do da hemoglobina, pigmento dos
glébulos vermelhos que Lhes permite o transporte de oxigénio e cuja falta causa
anemia. Certos constituintes dos alimentos inibem a absorggo de ferro ndo-heme.
Fitatos, componentes naturais de grios e alguns outros alimentos vegetais
formam complexos estiveis e mal absorviveis com o ferro. Farelos e outras
fibras inibem a absorgdo de ferro, principalmente devido ao seu conteudo de
fitatos. Polifenéis (taninos) no ch4, café e certos vegetais, ligam-se ao ferro ndo
— heme para formar complexos tanato-ferro insoliveis (Gillooly et al., 1984;
Zijp et al., 2000). Polifen6is presentes no café e cha inibiram a absorgdo de
ferro, segundo Disler et al. (1975) de uma maneira dose-dependente (Layrisse et
al., 2000b). A influéncia do tipo de preparo da bebida na absorcio de ferro foi
testada por Layrisse et al. (2000b), que verificaram que café tipo-americano néo
modificou significativamente a absorgéo de ferro, enquanto o café tipo expresso
reduziu em 50% a absorgdo do ferroquel (substancia utilizada para a fortificagdo
de alimentos).

Hurrell et al. (1999), investigando a ingestio de leite no cha e café em
relagio 4 absorgdo de ferro, verificaram pouca ou nenhuma influéncia na sua
natureza inibitéria. Estes autores demonstraram que chds de ervas, ché preto,
café e coca podem ser potentes inibidores da absorgdo de ferro, propriedade que
poderia ser considerada durante o aconselhamento alimentar de portadores de

deficiéncia de ferro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

Foram utilizadas neste experimento, amostras de café (Coffea arabica
L.}, cultivar Mundo Novo, provenientes da gleba M17 da Fazenda Conquista
(865m de altitude) , pertencente a4 Ipanema Agricola S.A., localizada no
municipio de Alfenas, MG.

Os frutos do cafeeiro, safra 2001/2002 (aproximadamente 20.000 L),
foram colhidos manualmente por derrica no pano e encaminhados para os
lavadores para separagdo, por densidade, dos frutos cerejas e verdes dos frutos

béia. Foram utilizados dois tipos de café, descascado e natural.

3.2 Processamento da matéria-prima
Para a obtengdo da amostra de café natural, uma porgdo de 100 litros de

cafés cerejas e verdes foi retirada diretamente da bica do lavador, antes do
descascador e colocada em peneiras, onde foi realizada a retirada manual de
todos os frutos verdes. Posteriormente, foram levadas para secar ao sol em
terreiro de concreto, sendo revolvidos de hora em hora.

A amostra de café descascado (100 lLitros) também foi obtida pela
retirada direta na bica do descascador de cerejas, colocada em peneiras e levadas
para secar ao sol em terreiros de concreto, sendo revolvidos de horam em hora.

As duas amostras atingiram, apds secagem, 0 mesmo grau de umidade (+
12%). Depois de beneficiados, foram obtidos os grios peneira 17/18, sem

defeitos, das amostras natural e descascado.

3.3 Preparo da amostra
Amostra de cafés foram torradas em torrador de laboratério (Probat) com

4]



capacidade 1kg, em trés graus de torragdo: claro, médio e escuro. O ponto ideal
de torracdo foi determinado visualmente. Em seguida, os graos torrados foram
moidos (moedor elétrico Raiar, modelo RA21) em granulometria fina,
empacotados em embalagens de polietileno/aluminio/polipropileno, seladas a

vacuo e armazenadas a -20° C, até o uso.

3.4 Métodos e andlises
3.4.1 Anilise de cor

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 pardmetros da escala desenvolvida pela
Commission Internationale de Eclairage (CIE) L*, a* , b*. Foram feitas cinco
medidas de cada amostra.

3.4.2 Preparo da bebida

A bebida foi preparada de acordo com o método de Nicoli (1997), com
modificagdes. Foram adicionados 10g de café em pé em filtro de papel
Whatman n. 3 e, em seguida, foram vertidos 100 mL de dgua deionizada, a
90°C, sobre o pé contido no filtro. Todos os experimentos foram realizados com
bebida preparada no momento de uso e quando necessério, ela foi diluida para a

avaliag@o de diferentes concentragdes da bebida.

3.4.3 Determinagiio do pH
Foi determinado o pH da bebida , usando-se pHmetro equipado com um
eletrodo de vidro e controle de temperatura. Foram feitas cinco medidas para

cada amostra.

-
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3.4.4 Determinaciio do teor de polifendis

O teor de polifendis das bebidas de café (10g/100mL) foi quantificado
pelo método de Folin-Denis (AOAC, 1990). O volume do filtrado foi
completado para 100 mL com dgua destilada. Transferiram-se 2 mL da bebida
para um baldo volumétrico de 100 mL, contendo 75 mL de 4gua destilada, 5 mL
de reagente Folin-Dennis, 10 mL de solugZo saturada de Na,COj; e completado o
volume com agua destilada. A mistura foi agitada e, ap6s 30 minutos, foi feita a
leitura em espectrofotdmetro a 760 nm. Foi feita uma curva padrdo com écido
tanico 100mg/1000 mL e calculado o Km. O teor de polifenéis foi expresso em
g de equivalentes de &cido tAnico por 100 g da amostra (g eq.dc. tanico/100g).

Polifendis = Km x Absorbincia/ tomada de ensaio/volume final

3.4.5 Anailise de sélidos sohiveis totais

O teor de sdlidos soluveis totais nas bebidas de café foi determinado
usando-se refratdmetro Abbe modelo 2 WAJ, de acordo com o método descrito
pela AOAC (1990).

3.4.6 Determinaciao da concentragiio dos dcidos cafeoilquinico (CQA)

A concentragio de CQA (%) foi determinada em café cru e torrado, por
cromatografia liquida de alta resolugdo (CLAE). Amostras de 10,0g de café cru
moido foram colocadas em papel de filtro Whatman n. 3 e, em seguida, foram
vertidos 100 mL de 4gua a 90°C. Os lipideos foram extraidos com éter de
petréleo por 6 h, em Soxhlet. A seguir foi adicionado 1 mL de cada solugio
Carrez 1 e 2. A amostra foi diluida em 100 mL de dgua deionizada, filtrada em
papel Whatman n.1 e em filtro de 0,45 pum (HATF 013 00, Millipore).

A extracdo de CQA do café torrado e moido foi feita de acordo com a
metodologia de Trugo & Macrae (1984a). Amostras de 10 g de café torrado

moido foram colocadas em papel de filtro Whatman n. 3 e, em seguida, foram
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vertidos 100 mL de agua a 90°C. Aliquotas de 20 mL foram transferidas para
baldo volumétrico de 100 mL. Foram adicionados 2 mL de solugiio Carrez 1 e 2
e o volume completado com agua destilada. A amostra foi filtrada em papel
Whatman n.1 e em filtro de 0,45 um (HATF 013 00, Millipore).

A cromatografia liquida de alta resolugio foi realizada de acordo com a
metodologia de Moreira et al. (2001), utilizando-se cromatégrafo Knauer,
equipado com coluna RT-18, detector de UV a 315 nm e integrador HP. O
sistema utilizado para as anélises cromatograficas foi isocratico, com fluxo
constante de 1,0 mL/min. A fase mével consistiu de tampio citrato tripotassico
0,01 M pH 2,5, contendo 40% (v/v) de metanol. O pH da solugdo foi ajustado

com solugdo de dcido cloridrico 6N.

3.4.7 Avaliaciio do poder redutor

A avaliagiio do poder redutor das bebidas de café foi realizada pelo
método de Yen & Chen (1995), com modificagdes.

Aliquotas de 0,01 mL da bebida de café, na concentragdo final de 1000
ppm, foram diluidas em 1 mL de etanol absoluto e transferidas para tubo de
ensaio contendo 2,5 mL de tampdo fosfato 0,2 M pH 6,6 ¢ 2,5 mL de
ferricianeto de potéssio (K3 {Fe(CN)s}) a 1% (p/v). A mistura foi incubada em
banho-maria a 45°C, por 20 minutos. Aliquotas de 2,5 mL de d4cido
tricloroacético a 10% (p/v) foram adicionadas ao tubo de ensaio, com posterior
agitacdo. Aliquotas de 2,5 mL da mistura foram transferidas para outro tubo de
ensaio, ao qual foram adicionados 2,5 mL de 4gua destilada e 0,5 mL de FeCl; a
0,1% (p/v), com posterior agitacdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 700
nm. Foram feitas 4 repeti¢des e cada uma delas realizada em triplicata. O
aumento da absorbancia indica aumento do poder redutor. A atividade redutora
da bebida foi expressa como porcentagem de inibi¢do em comparagdo ao BHT,

usado como padrdo.



3.4.8 Avaliagio da atividade quelante de metais (Fe **)

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Tang
et al. (2002) com modificagdes. Aliquotas de 1 mL da bebida de café, na
concentragdo final de 1000 ppm, foram transferidas para tubos de ensaio Ambar
de 25 mL. Em seguida, foram adicionados 3,7 mL de 4gua deionizada, 0,1 mL
de FeSO, (Fe ) 2 mM, 2 mL de ferrozine SmM (reagente cromogénico). A
mistura foi agitada e, ap6s 20 minutos, foi feita a leitura a 562 nm. A redugéo na
absorbancia indica atividade quelante de metais. Foram feitas trés repetigdes e,

cada uma delas, realizada em triplicata.

3.4.9 Avaliaciio da atividade seqiiestrante de radicais livres

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Hatono et al. (1988) com modificagdes. A bebida de café foi diluida em etanol, a
fim de se obter as seguintes concentragdes finais: 25, 50, 100, 200 e 400 ppm.
Aliquotas de 4 mL foram transferidas para tubos de ensaio de 25 mL. A seguir,
foi adicionado 1 mL de DPPH 0,0005 M, diluido em etanol. A mistura foi
agitada e, apés 30 minutos, foi feita a leitura a 517 nm. Foram feitas trés
repeti¢oes e cada uma delas realizada em triplicata. A atividade seqiiestrante de
radicais livres (ASRL) foi expressa em porcentagem por comparagio ao controle
(BHT) e foi calculada de acordo com a férmula:

Ac—At
Ac

%ASRL = x100

em que, Ac = absorbancia do controle (DPPH); At = absorbancia do teste com

diferentes concentragdes da bebida de café.
3.4.10 Determinagiio da atividade de guaiacol-peroxidase in vitro

A peroxidase ¢ uma enzima, que tem como substrato o perdxido de

hidrogénio. Na reagio peroxidativa, esta enzima oxida um composto doador de
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ions H", transformando o peréxido de hidrogénio em 4gua e formando um
composto oxidado. Vérios compostos podem ser doadores de H™ para a
formacgdo de dgua. Um deles é o guaiacol que, reduzido, € incolor e oxidado,
apresenta colora¢do castanha e pode ser quantificado por espectrofotometria
{Makinen & Tenuvuo,1982).

A atividade da peroxidase HRP (horsehadish peroxidase, Sigma) foi
monitorada por 5 minutos, a 450nm, a 25°C, em um sistema apresentando 2770
uL de acido succinico 0,1 M, pH 5,0, 150 pL de guaiacol 1mM, 10 pL de
peroxidase (170 U) e 10 pL agua destilada para o controle ¢ 10 pL de diversas
concentragbes da bebida de café: 10.000, 20.000, 30.000 e 40.000 ppm para o
teste e, no momento da leitura foram adicionados 60 pL de H,O, 1 mM.
Amostras incubadas sem adi¢3o de peroxidase foram utilizadas como branco. O
aumento da absorbancia em 450 nm foi monitorado a 37°C. A oxidagdio do
guaiacol foi estimada pela diferen¢a entre os valores de absorbancia obtidos
entre o terceiro e quarto minuto de reagio e foi considerada como 100% no
controle. A inibi¢io da oxidagdo do guaiacol (%) pela bebida de café foi
calculada de acordo com a seguinte férmula:

Ac—At
c
em que, Ac = absorbancia do controle; At = absorbancia do teste com diferentes

x100

%Inibigdo =

concentragdes da bebida de café.

3.4.11 Determinaciio da inibicdo da peroxidacio de lipideos in vitro

A fim de determinar se a bebida de café € capaz de reduzir o estresse
oxidativo, foi analisada a peroxidagdo de lipideos isolados de cérebro de rato. A
peroxidagdo de lipideos foi determinada pela formagdo de substéncias reativas
com acido tiobarbittirico (TBARS), de acordo com Winterbourn et al. (1981). Os

produtos da’ peroxidagio de lipideos reagem com o 4cido tiobarbiturico,
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produzindo um composto que apresenta absorbancia a 535 nm.

Para o0 ensaio, foram utilizados ratos adultos machos Wistar (Ratfus
norvegicus), pesando 270 + 20 g, obtidos do Biotério da Escola de Farmicia e
Odontologia/Centro Universitario Federal de Alfenas (Efoa/Ceufe). Apds a
eutanasia por deslocamento cervical, foram retirados os cérebros dos animais, os
quais foram pesados e homogeneizados em homogeneizador de tecidos, em
banho de gelo, apos adigdo de PBS 0,1 M, pH 7,2 (volume equivalente a 4 vezes
o peso fresco de tecido). O homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm, por 10 -
minutos a 4°C e o sobrenadante, mantido em banho de gelo, foi utilizado nos
ensaios. Aliquotas de 500 pL de homogeneizado de cérebro (controle), 490 pL
de homogeneizado contendo 10puL da bebida de café descascado e natural em
diferentes concentragdes (200, 2.000 e 20.000 ppm) e em trés graus de torragdo
(claro, médio e escuro) ou 10 pL de BHT foram incubadas a 37°C, com
agitagdo, por 30 minutos para a obtencdo da peroxidagdo esponténea.
Imediatamente ap6s, foram adicionados 500 uL de acido cloridrico a 25% (v/v),
500 pL de acido tiobarbitirico a 1% (p/v, em NaOH 0,05 M) e 45uL de BHT
2% (p/v, em etanol). A mistura foi incubada em banho-maria a 98°C, por 15
minutos. Apés o resfriamento em banho de gelo por 10 minutos foi adicionado
1,5mL de butanol e as amostras foram agitadas vigorosamente em vértex. A
seguir, foram centrifugadas a 900 rpm, por 5 minutos e a fragdo contendo
butanol foi recolhida e utilizada para a determinagao da absorbédncia a 535 nm. A
concentragio de TBARS foi calculada a partir da curva padrdo de dialdeido
malénico (MDA, 1,1,3,3 tetraetoxipropano). A inibigdo da peroxidagdo lipidica,
apés a adi¢do de diferentes concentragdes da bebida de café, foi considerada
como atividade antioxidante, sendo calculada como porcentagem de inibigdo da
peroxidaggo de lipideos, por comparagio ao controle:

Ac—At
Ac

%Inibicao = x100
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em que, Ac =absorbancia do controle; At = absorbéncia do teste com diferentes

concentragdes da bebida de café.

3.4.12 Determinacio da inibigéio da peroxidagiio de lipideos in vivo

Foram utilizados ratos adultos machos Wistar (Rattus norvegicus),
pesando 270 + 20 g, que foram mantidos em caixas de polietileno, recebendo
agua e rago comercial ad libitum. Os animais foram divididos em 4 grupos de
12 animais: controle 7 dias, tratado 7 dias (receberam bebida de café por 7 dias),
controle 30 dias e tratado 30 dias (receberam bebida de café por 30 dias).

A bebida de café descascado escuro, na concentragdo de 570 ppm/kg,
que corresponde ao consumo humano de 4 xicaras de 50 mL da bebida de café
10g%/dia, foi administrada aos animais por gavagem, uma vez ao dia, por 7 ¢
30 dias. Decorrido o tempo, os animais foram submetidos & eutanésia por
deslocamento cervical. A seguir, foi preparado o homogeneizado de cérebro e

determinada a peroxidaggo lipidica como descritos anteriormente .

3.4.13 Determinaciio da concentragiio de proteinas
A concentra¢do de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se BSA como padrio.

3.4.14 Determinacio parimetros bioquimicos e hematolégicos

Os parimetros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados em
amostras de sangue de ratos divididos em 2 grupos: controle e tratado
(receberam bebida de café). A bebida de café descascado escuro foi
administrada (570 ppm/kg de peso corporal) aos animais por gavagem, uma vez
ao dia, por 30 dias. O sangue foi coletado por pungio cardiaca, apés anestesia
com cloridrato de acepromazina 1% (p/v) e cloridrato de cetamina.

Os parametros bioquimicos: colesterol total, colesterol -~ HDL,
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triglicerideos e 4cido vrico foram determinados por método enzimatico-
colorimétrico, utilizando-se kit (Labtest), em soro. Os pardmetros hematoldgicos
foram determinados em contador eletronico de células (Coulter - 780), em

sangue total, utilizando-se EDTA como anticoagulante.

3.4.15 Teste do micronicleo de eritrécitos de medula éssea de rato

O teste do micronicleo fornece dados sobre a citotoxicidade e ou
clastogenicidade. A diferenciagio do eritroblasto leva a formagéo do eritrécito,
célula anucleada. O eritrocito imaturo (RNA-positivo) estdi em um estagio
intermediario de desenvolvimento, apresenta ribossomos, portanto, ¢
policromatico (PCE). O eritrécito maduro (RNA-negativo) ndo apresenta
ribossomos, portanto, € normocromético (NCE). O aumento de eritrécitos
micronucleados (MNE) indica danos cromossémicos. O aumento de NCE indica
efeito citotéxico, com morte de células jovens ou diminui¢do da proliferagio
celular. Assim, o teste do microniicleo foi realizado em células de medula 6ssea
de rato, de acordo com o descrito por George et al. (1950).

Foram utilizados ratos adultos machos Wistar (Ratrus norvegicus),
pesando 200 + 20 g, que foram mantidos em caixas de polietileno, recebendo
4gua e ragdo comercial ad libitum e foram divididos em grupos de 5 animais
(Tabela 2).

As bebidas de café descascado escuro e claro (570 ppm/kg) foram
administradas aos animais por gavagem, uma vez ao dia, por 7 e 30 dias. A
ciclofosfamida foi administrada por gavagem, 24 horas antes da eutanisia.
Decorrido o tempo, os animais foram submetidos a eutandsia por deslocamento

cervical,
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TABELA 2 Esquema de tratamento utilizado para a realizagdo do teste de
micronucleo de eritrécitos de medula dssea de ratos

Tempo Grupos de ratos
em dias
Ccp TC TE TC+AM TE+AM
: CPF CDC CDE CDC +
7 A (somg/kg) (570ppmikg) (STOppmvkg) CPF_ CDE*CFF
: CPF CDE
30 Agua g0 e (5T0ppmig) CDE + CPF

CN=controle negativo; CP= controle positivo; TC= tratado claro; TE=tratado escuro;
AM= agente mutagénico; CPF= ciclofosfamida; CDC= café descascado claro; CDE=
café descascado escuro;

O fémur do membro posterior direito foi retirado, limpo e teve as
epifises cortadas. A medula dssea foi retirada introduzindo-se no canal medular
a agulha de uma seringa com 3 mL de soro bovino fetal. Apés centrifuga¢do por
5 minutos, a 1000 g, o precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de soro fetal
bovino e os esfregagos foram preparados. Apds 24 horas, foram corados com
May-Grunwald e Giensa, em preparagio permanente. Foram analisadas 2.000
células por animal e a freqiiéncia de PCE, NCE ¢ NME foram determinadas,
bem como a relagdo PCE/NCE.

3.5 Delineamento experimental

Para os pardmetros cor, pH, s6lidos soliiveis, polifenéis e poder redutor,
utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
(2x3) sendo 2 tipos de café (natural e descascado) com 3 graus de torragao
(claro, médio e escuro) com 4 repetigdes para cada tratamento.

Para os parimetros 5 CQA, 4 CQA, 3 CQA, variagdo dos teores de dcidos

~ cafeoilquinicos, poder quelante, utilizou-se DIC em fatorial (2x4), sendo 2 tipos
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de café (natural e descascado) com 4 graus de torragdo (cru, claro, médio e
escuro) com 3 repeti¢Ges para cada tratamento.

Para o parimetro variagio dos teores de acidos cafeoilquinicos, utilizou-
se DIC com 6 tratamentos, com 4 repeti¢des para cada tratamento.

Para o parimetro atividade seqiiestrante utilizou-se DIC em fatorial
(2x4x4), sendo 2 tipos de café (natural e descascado) com 4 graus de torragdo
(cru, claro, médio e escuro), 4 concentragdes (25, 50, 100 e 200 ppm) com 3
repeticGes para cada tratamento.

Para a comparagio da atividade seqiiestrante em relagio aos padrdes
(4cido ascorbico, acido galico e butil-hidroxi-tolueno), utilizou-se DIC com 11
tratamentos com 3 repeti¢oes para cada tratamento.

Para o parametro atividade guaiacol-peroxidase, utilizou-se DIC em
fatorial (2x3x4), sendo 2 tipos de café (natural e descascado) com 3 graus de
torragio (claro, médio e escuro), 4 concentragSes (10.000, 20.000, 40.000 e
60.000 ppm) com 3 repeti¢des para cada tratamento.

Para o pardmetro inibi¢io da peroxidagdo de lipideos in vitro, utilizou-se
DIC em fatorial (2x3x3), sendo 2 tipos de processamento de café (natural e
descascado) com 3 graus de torra¢ao (claro, médio e escuro), 4 concentragdes
(20, 200, 2.000 e 20.000 ppm) com 3 repeti¢Ses para cada tratamento.

Para a inibicdo da peroxidagdo de lipideos in vivo por 7 e 30 dias,
comparagdo da inibi¢do da peroxidagdo, pardmetros bioquimicos, parimetros
hematolégicos e diferenga de peso corporal, utilizou-se DIC com 2 tratamentos
(controle e tratado com café descascado escuro) com 10 repetigbes para cada
tratamento.

Para os pardmetros numero de microniicleo em eritrocitos policromaticos
e relagdo de eritrocitos policromaticos e normocromaéticos, utilizou-se DIC com
6 tratamentos (controle negativo, tratado com café descascado escuro por 7 dias,

tratado com café descascado claro por 7 dias, controle positivo, tratado com café
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descascado escuro + ciclofosfamida, tratado com café descascado claro +
ciclofosfamida) com 4 repetigcdes para cada tratamento.

Para os parametros mimero de micronucleo em eritrocitos policromaticos,
relagio de eritrocitos policromaticos e normocromaticos e exames
hematoldgicos em relagdo a ciclofosfamida, utilizou-se DIC com 4 tratamentos
(controle negativo, tratado com café descascado escuro por 30 dias, controle
positivo, tratado com café descascado escuro + ciclofosfamida) com 4 repeticoes
para cada tratamento

Os valores observados de cada varidvel foram submetidos a analise de
varidncia de acordo com Gomes (1990). As comparacdes multiplas entre as
médias dos tratamentos foram realizadas utilizando-se o teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de cor

De acordo com os pardmetros da escala CIE L*, a* e b*, os grios de
café torrados foram classificados em claro, médio e escuro. A Tabela 3 mostra
mudangas nos valores de luminosidade (L*) para amostras de café em diferentes
graus de torragio. Como esperado, os valores de L* diminuem com o aumento
do grau da torragdo, o que estd de acordo com resultados de Da Porto et al.
(1991) e Nicoli et al. (1997).

Quando os pardmetros a* e b * (coordenadas de cromaticidade) sdo
examinados, cada estigio do processo de torragdo pode ser localizado em uma
zona de cor bem definida, em que a* e b* indicam dire¢bes de cor: +a*
corresponde & dire¢do vermelha, -a* é a direg@o verde, +b* € a diregéo amarela e
-b* é a direcdo azul. Observa-se que a cor do café com diferentes graus de
torragdo mostrou-se diferente, porém, a cor do café de mesmo grau de torragio
foi igual em amostras de café descascado e natural. Isto indica que foi obtido o
mesmo grau de torragdo nos dois tipos de processamento, 0 que & importante
quando se deseja comparar a composi¢do quimica e propriedades dos cafés

utilizados.



TABELA 3 Anélise de cor dos grios de café torrado e moido, de acordo com os
parametros da escala CIE, L*, a* e b*.

PROCESSAMENTO TORRACAO L* a* b*
Descascado Claro 36,25a +1241a +8,52a
Médio 3295b +11,82b +5,28 b
Escuro 2920 ¢ +10,28 ¢ +1,42¢
Natural Claro 35,84 a +12,37a +8,37 a
Médio 33,19b +11,82b +5,21b
Escuro 2984 ¢ +10,27 ¢ +14l¢

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,01), pelo
teste de Tukey.

42 pH
Analisando-se os resultados da Tabela 4 observa-se que o pH das
bebidas aumentou com o aumento da torra¢do. Nao houve diferenca significativa

entre os dois tipos de processamento.

TABELA 4 Valores de pH de bebidas de café submetido a dois tipos de
processamento e trés graus de torragdo.

Grau de torragiio

Processamento : Média
Escuro Médio Claro

Descascado 5,14 4,85 4,71 4,90A

Natural 513 4,85 4,73 4,90A

Média 5,13a 4,85b 4,72¢

Médias seguidas por letras maitisculas iguais na coluna nao diferem entre si (p>0,005) e
médias seguidas por diferentes letras minisculas nas linhas diferem entre si (p<0,01),
pelo teste de Tukey.
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Esses resultados estio de acordo com Daglia et al. (2000), que também
observaram que o pH das bebidas aumentou com o grau de torragdo. Este
aumento esta, provavelmente, associado a2 decomposicao do 4cido quinico em

quinol, pirogalol e outros (Menezes, 1990).

4.3 Polifendis

Os resultados apresentados na Tabela 5 demonstram a concentragdo de
polifendis nos diferentes tipos de bebidas de café.

O café descascado apresentou maior teor de polifendis que o natural.
Entre os polifenéis, destacam-se os taninos, compostos fendlicos sohiveis em
dgua que apresentam grande atividade biolégica e farmacolégica, inclusive
atividade antioxidante (Haslan, 1996). O processo de torragdo causou uma
reducdo no conteddo de polifendis, sugerindo que o café descascado claro seja a
methor bebida de café, pois o contendo de polifendis mais alto pode fornecer

uma melhor protegdo contra o dano oxidativo.

TABELA 5 Conteido de polifendis (g eq.éc. tanico/100g) da bebida de café
submetido a dois tipos de processamento e trés graus de torragdo.

Grau de torragiio

Processamento Média
Claro Médio Escuro

Descascado 6,84Aa 6,42Ab 6,26Ac 6,50 A

Natural 6,44Ba 6,30Ba 6,12Bb 6,28 B

Meédia 6,64 a 6,36 b 6,19c

Médias seguidas por letras maiusculas diferentes nas colunas e diferentes letras
minusculas nas linhas diferem (p<0,05), pelo teste de Tukey.
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4.4 Sdlidos soliveis totais

A anélise do conteiado de solidos soliveis totais (SST), de bebidas de
café submetidos a dois tipos de processamento e trés graus de torragio encontra-
se na Tabela 6.

A concentragdo de sélidos totais ndo diferiu estatisticamente nas varias
bebidas de café. Estes resultados estio de acordo com Trugo (2004) e indicam

que foram comparadas amostras de café com o mesmo rendimento.

TABELA 6 Conteido de sdlidos soliveis totais (SST) de bebidas de café
submetidos a dois tipos de processamento e trés graus de torrago.

Grau de torracéo

Processamento Média
Escuro Médio Claro

Descascado 2,02 2,02 2,02 2,02

Natural 2,02 2,02 2,02 2,02

Média 2,02 2,02 2,02
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4.5 Concentragio dos dcidos cafeoilquinico (CQA)

O contetido de CQA nas bebidas de café esta apresentado na Tabela 7.
Observa-se que a maior concentragio foi obtida no café cru e o conteido foi
mais alto em amostras da bebida de café descascado que em amostras de café
natural (p<0,001). O componente principal em ambos os tipos de processamento
de café foi o 4cido 5-cafeoilquinico (5-CQA), o qual representa 76,71% do CQA
total em café descascado e 76,75% em natural. O segundo componente principal
foi o 4-CQA, representando 12,87% e 13,12% do total de CQA,
respectivamente, no café descascado e natural. A menor fragéo do CQA total foi
0 3-CQA, que representou 10,42% para o descascado e 10,13% para o café
natural.

Depois de torrado, ocorreu mudanga estatisticamente significativa
(p<0,01) na composicio de CQA nas amostras de café. A bebida de café
descascado cru apresentou contelido mais alto de 5-CQA que a bebida de café
natural cru e seu nivel diminuiu continuamente com a torragdo, especialmente
nas amostras das bebidas de café descascado (p<0,05). O 4-CQA e o 3-CQA
aumentaram com a torragio clara, quando comparados ao café cru e diminuiram
nas amostras torradas em graus médio e escuro.

A torragdo determinou mudanca consideravel na composi¢io de CQA
nos dois tipos de café. O aumento de 3-CQA, apés a torragdo, também foi
observado por Trugo & Macrae (1984a). A formagdo de 3-CQA e 4-CQA
poderia ocorrer por meio da isomerizagiio do 5-CQA, os quais diminuiram
nitidamente com a torrag3o ou, ainda, da decomposicdo parcial de outros acidos
cafeoilquinicos, como os acidos dicafeoilquinicos.

Os CQAs sio compostos fendlicos naturais formados pela esterificagdo
do é4cido quinico com o acido caféico e sdo coletivamente chamados de 4cidos
clorogénicos, que exercem um papel importante na formagio de pigmentos,
aroma e sabor do café (Moreira et al., 2001). Clifford & Ohiokpehai (1983)
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encontraram uma correlagao entre a adstringéncia do café e o contetido de acidos
clorogénicos. Levando em consideragio que um composto fendlico também
possui atividade antioxidante (Rice-Evans et al, 1996), estes resultados
indicaram que embora o café natural escuro pudesse ser considerado como o
melhor por ser mais encorpado, a redugéo do conteudo de varios compostos
fendlicos, inclusive CQA e polifendis pode alterar sua capacidade antioxidante,
diminuindo-a.

Polifendis presentes na dieta sdo geralmente considerados como
antinutrientes, porém, recentes pesquisas atribuem a eles um possivel efeito
benéfico 4 saude por agirem como antioxidantes ir vitro (Somosa et al., 2003).
O café é uma das principais fontes de compostos fendlicos da dieta, com

participa¢io dos écidos clorogénicos.
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TABELA 7 Concentragiio (% de peso seco) de 4cidos cafeoilquinicos (CQA) em bebidas de café cru e torrado e
porcentagem de varia¢do durante a torragio.

Bebidas de café
CQA Descascado Natural

Cru Claro Médio Escuro Cru Claro Médio Escuro

3-CQA 0,943b 1,054a 0,801 ¢ 0,392e 0,854 be 0,903 be 0,625 d 0,354 ¢
Variagédo +11,77e -15,05 ¢ -58,43 a +5,73 -26,810b -58,54 a
4-CQA 1,165b 1,305 a 0,800 ¢ 0,388 d 1,106 b 1,118 b 0,773 ¢ 0,430d
Variagéo +12,02 ¢ -31,32¢ -66,69 a +1,08 d -30,10¢ -61,i12b
5-CQA 6,942a 2,423 b 1,366 e 0,545f - 6468b 1,979 ¢ 1,335e 0,697 f
Variagdo -68,08 f -80,32¢ 92,14 a -69,40 e -79,36 d -89,22 b

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey. Sinal + indica ganho; - indica
perda.



4.6 Poder redutor (PR)

O teste para avaliar o poder redutor baseia-se na redugdo do ion
ferricianeto a ferrocianeto que, na presenga do ion férrico, forma o azul da
Prissia. Todas as amostras de bebida de café analisadas apresentaram altos
valores de poder redutor (PR), o que indica atividade antioxidante (Tabela 8). O
tipo de processamento do café alterou sua capacidade redutora. Houve uma
redugdo significativa do PR com a torragio (p < 0,01), demonstrada pelo menor
poder apresentado pelas amostras de torragdo escura. Daglia et al. (2000) ndo
encontraram alteragio significativa do poder redutor com a torragdo. Neste
trabalho, a diminui¢do do poder redutor poderia ser, provavelmente, atribuida ao
diferente conteiido de polifendis nas amostras estudadas, particularmente

reduzidos apds a torragio (Trugo & Macrae, 1984a; 1984b).

TABELA 8 Poder redutor (%) da bebida de café descascado e natural em
diferentes graus de torrag3o.

Grau de torracio

Processamento Média
Escuro Meédio Claro

Descascado 35,96 38,60 37,80 37,45A

Natural 33,65 35,80 38,40 35,95B

Média 34,80b 37,20ab 38,10a

Meédias seguidas por letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si{p>0,05)e
médias seguidas de diferentes letras mintsculas nas linhas diferem entre si (p<0,01),
pelo teste de Tukey.
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4.7 Poder quelante de metais

Os valores do poder quelante de Fe 2 estio apresentados na Tabela 9.
Ficou demonstrado neste estudo que os diferentes tipos de processamento
usados ndo interferiram no poder quelante do metal ferro apresentado pela
bebida de café. Entretanto, o grau de torracdo influenciou o poder quelante.
Houve redugio significativa do poder quelante com a torragio (p<0,01), tendo
sido obtidos valores maiores para o café cru, seguido de torracdo clara, escura e,
por fim, média.

A redugio, provavelmente, se deve a redugdo de polifendis e acidos
clorogénicos, contrabalangada pela formagio de outras substincias com poder
quelante, como os produtos da reagio de Maillard (Wijewickreme & Kitts,
1998). Assim, a bebida de café pode ser considerada como antioxidante e sua
ingestdio pode contribuir para a quelagdo de metais de transi¢ao que, em excesso,
podem levar & peroxidagdo lipidica, com conseqiiente lesio das membranas
plasméticas e oxidagio do DNA. O Fe** em solugdo, mesmo em concentragio
muito baixa, induz a geragio de HO®, por meio da reagio de Fenton, pela
retirada de um hidrogénio de muitas biomoléculas, causando injuria ou morte

celular (Repine et al., 1979).

TABELA 9 Poder quelante da bebida de café descascado e natural em diferentes

graus de torrag3o.
Processamento Grau de torragio Média
Cru Claro Médio escuro
Descascado 14,97 7,84 1,04 2,95 6,70A
Natural 16,10 7,51 1,10 4,11 7,21A
Média 15,53a 7,67b 1,07d 3,53¢

Médias seguidas por letras maitlsculas iguais na coluna nido diferem entre si (p>0,05) e
diferentes letras mintisculas nas linhas diferem entre si (p<0,01), pelo teste de Tukey.
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4.8 Atividade seqiiestrante de radicais livres

A atividade seqiiestrante de radical DPPH das bebidas de café natural e
descascado ¢ apresentada nas Tabelas 10a e 10b. Dentre os compostos utilizados
como padrdo, o acido ascorbico apresentou a maior atividade seqiiestrante de
radicais livres (96,50%), seguido do acido galico (95,33 %) e do BHT (92,09%).

As bebidas de café, na concentragdo de 200ppm, apresentaram alta
atividade seqiiestrante de radicais, com valores préximos aos dos padrjes
(Tabela 10a), a qual aumentou com o tratamento térmico (Tabela 10b) e do café
cru para o claro. Entretanto, os graus de torragio médio e escuro induziram
diminui¢io da atividade seqiiestrante em comparagao ao grau claro.

A comparagio do poder sequestrante entre os dois tipos de
processamento e o grau de torragdo mostrou diferenca significativa. Os dados
demonstram que n3o houve diferenga significativa entre as bebidas de café de
torragdo clara e o BHT, porém, todas as amostras apresentaram atividade
seqiiestrante menor que o icido galico e o acido ascérbico (p<0,001).

A maior atividade seqilestrante foi obtida com bebidas de café na
concentragio de 200 ppm, obtendo-se diminuigdo significativa da atividade em

concentragdées menores.
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TABELA 10a Atividade seqiiestrante de radical DPPH das bebidas de café descascado e natural (200ppm), em quatro
graus de torragio, acido ascérbico (AC), 4cido gélico (AG) e butil-hidroxi-tolueno (BHT) .

CONC. Descascado Natural Padrdes
(ppm)

Claro Médio Escuro Cru Claro Médio Escuro Cru AC  Ac.gilico BHT

200 92,52b 91,38bc 89,12d 87,66e 91,94bc 9091 c 8930d 868%¢ 96482 9533a 92,14bc

Médias seguidas de letras iguais néo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

TABELA 10b Atividade seqiiestrante de radical DPPH das bebidas de café descascado ¢ natural, em quatro graus de
torragéio ¢ quatro concentragdes.

CONCENTRACAO Descascado Natural

(ppm) Média

PP Claro Médio  Escuro Cru Claro Médio  Escuro Cru
25 2743a 22,30bc  19,74cd 17,69de  23,71b  22,35bc  20,I18cd  15,35€ 21,09 D
50 51,63a  43,79¢ 39,73d  34,06e  46,81b 42,0lcd 34,30e 33,85¢ 40,77C
100 88,27a 84,37b  78,43c 67,694 86,30ab 83,89b 69,02d 66,65d 78,08B
200 92,52a 91,38abc 89,12¢d 87,66d 91,94ab 90,91 abc 89,30 bcd 86,894 89,97 A

MEDIA 64,96a  60,46¢ 56,75d 51,77 62,19b  59,79¢ 53,20e 50,69f

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas colunas ¢ letras minisculas diferentes nas linhas néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.



O DPPH ¢ um radical estivel com baixa taxa de deterioragdo e
reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas agentes
redutores fortes sdo capazes de reagir com radicais estidveis em um modo
estequiométrico (Schwarz et al., 2001). Portanto, os resultados deste método
indicam o potencial antioxidante do composto em estudo, tanto no sentido de
prevenir a etapa de iniciagdo como de inibir a etapa de propagacdo de reagdes de
oxidagdo, como da peroxidacao lipidica e oxida¢ao do DNA.

Neste estudo, as bebidas de café apresentaram atividade seqiiestrante de
radicais DPPH, que aumentou com a torragdo. Os resultados sugerem que a
formagdo de antioxidantes induzido pelo tratamento térmico poderia equilibrar a
reducio de compostos fendlicos naturalmente presentes na bebida de café.
Ohnishi et al. (1994) relataram que os isémeros do &cido cafeoilquinico
apresentaram forte atividade antioxidante e o efeito seqiiestrante de radical
DDPH, tendo os 3- e 4-CQA apresentado mais atividade seqiiestrante que o 5-
CQA. No presente trabalho, verificou-se que as concentragSes de 3- e 4-CQA
aumentaram com a torra¢dio, o que poderia explicar, pelo menos em parte, 0
aumento da atividade seqiiestrante aqui observada. Borrelli et al. (2002)
correlacionaram o aumento da atividade seqiiestrante de radical DPPH do café
de torragiio clara as melanoidinas, formadas durante a torragZo. Anese & Nicoli

(2003) encontraram maior atividade seqiiestrante para o café de torragdo escura.

4.9 Atividade de guaiacol-peroxidase in vitro

Os resultados da Tabela 11 mostram o efeito da torragdo e da variagdo da
concentracio da bebida de café sobre a atividade da peroxidase in vitro. Os
resultados demonstram que a inibicio da peroxidade estd diretamente
correlacionada com o aumento da concentragio da bebida. O aumento do grau
de torragdo, para a maioria das concentragdes de bebida analisadas, induziu a

diminuicdo da inibi¢io da peroxidase. Este efeito da torragdo nio teve relagdo



e RS
com o tipo de processamento do cafe.

O ensaio da atividade da peroxidase in vitro avalia a presenga de um
doador de elétrons capaz de reduzir o peroxido de hidrogénio, indicando
atividade antioxidante. As bebidas de café inibiram a oxidagdo do guaiacol. Seu
mecanismo de agdo pode incluir a inibi¢do enzimética, a doagao de elétrons,
atuando como antioxidante ou ainda seqiiestrante de agua oxigenada.

Kato et al. (2003) verificaram que compostos fenolicos antioxidantes
inibiram a atividade in vitro de peroxidade de neutr6filo humano. Estes autores
sugeriram a ocupagio do sitio ativo da enzima pelo composto fenélico e ou a
atividade seqiiestrante. Contudo, 0 mecanismo de agdo dos compostos fendlicos
ndo foi elucidado. Tatsuzawa et al. (1999) verificaram que compostos fendlicos
atenuaram a lesdo hepatica por reperfusdo em ratos, pela inibi¢ao da atividade de
peroxidase. Em contraste, o teste também poderia sugerir um efeito inibitdrio da
atividade da peroxidase. Porém, Itagaki et al. (1992) demonstraram que a adi¢do
de peroxidase inibiu a mutagenicidade apresentada pela bebida de café,
indicando que o café nio atua como inibidor da peroxidase. A peroxidase faz
parte do sistema de defesa antioxidante. Contudo, a ativagdo excessiva,
principalmente durante a reagdo inflamatdria pode levar a formagdo de radicais
tirosil, que podem oxidar lipideos e proteinas (Kato et al., 2003).

A inibi¢do da oxidac¢do do guaiacol foi dependente da concentragao da
bebida de café, aumentou com a torragio e ndo apresentou diferenca
significativa com o processamento. Trabalhos prévios demonstraram também o
aumento da atividade antioxidante de bebidas de café com o aumento da
concentragdo (Nicoli et al., 1997a; Daglia et al., 2000; Yanagimoto et al., 2002).

Contudo ha controvérsias em relagdo ao grau de torragdo e a atividade
antioxidante {Nicoli et al.,, 1997a; Daglia et al., 2000; Richelli et al, 2001;
Borrelli et al., 2002; Anese & Nicoli, 2003).
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TABELA 11 Inibi¢do da atividade de guaicol-peroxidase (%) pela bebida de café descascado e natural em diferentes
concentragdes e graus de torragio.

Descascado Natural
Coicentraciio (ppm) Meédia

Claro Médio Escuro Claro Médio Escuro
10.000 9,28 abD 7,57 abeD 6,18 beD 10,73 aD 6,82 abcD 4,47 ¢cD 751D
20.000 17,57 aC 15,39 bcC 11,23 cdC 18,64 abC 13,10 cdC 10,36 dC 15,13 C
30.000 30,83 bB 29,90 bB 24,80 cdB 36,07 aB 29,30 beB 22,30 dB 28,86 B
40.000 39,36 abA 35,24 bcA 31,76 cdA 42,03 aA 39,85 aA 28,61 dA 36,14 A
Média 25,38 a 22,08 b 18,49 ¢ 26,87 a 22,26 b 16,43 ¢

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes na coluna indicam p<0,01, pelo teste de Tukey ¢ médias seguidas por lctras
minusculas diferentes nas linhas indicam p<0,01, pelo teste de Tukey.




Avaliando-se os dados do presente trabalho, verifica-se que o café claro
apresentou a capacidade mais alta de inibir a oxic_iac;ﬁo do guaiacol. Esta
aparente controvérsia pode ser atribuida ao método de andlise e preparo da
bebida. Nicoli et al. (1997a) demonstraram que a bebida de torragao médio-
escura apresenta maior atividade antioxidante. Porém, os parametros L* , a* e
b* apresentados por esses autores se assemelha aos pardmetros do café de
torragdo clara deste trabalho. No estudo de Nicoli et al. (1997), a atividade
antioxidante foi inversamente correlacionada com o grau de torragdo, como
demonstrado também por Amnese & Nicoli (2003). O comportamento
antioxidante dependente do grau de torragdo pode, provavelmente, ser atribuido
a redugiio de compostos fendlicos e a sucessiva formagio de outros compostos

antioxidantes, como os produtos da reagdo de Maillard.

4.10 Inibicio da peroxidac¢io de lipideos in vitro

As bebidas de café nas concentragdes de 200, 2.000 e 20.000 ppm
inibiram a peroxidacdo lipidica (Tabela 12). Contudo, a concentragao de 20
ppm ndo apresentou atividade inibitéria da lipoperoxidagdo. Assim, a
capacidade de inibir a peroxidagdo lipidica mostrou-se concentragdo-
dependente.

O processamento do café alterou a capacidade de inibir a peroxidagdo
lipidica. O café descascado apresentou maior atividade antioxidante, que o café
natural, provavelmente pelo maior teor de dcidos clorogénicos apresentados por
este tipo de processamento.

Foi observada uma relag@o inversa entre a capacidade das bebidas de
café inibirem a lipoperoxidagZo e o grau de torragdo (Tabela 12). Isto poderia ser
atribuido, pelo menos em parte, a redugdo de polifendis com a torragiio. Richelle
et al. (2001) também observaram que as bebidas de café podem inibir a oxidagdo

de lipideos, resultado, provavelmente, devido & agio de varios compostos
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polifendlicos. Nicoli et al. (1997b), utilizando o teste de Rancimat,
demonstraram que bebidas de café podem suprimir a oxidagéo de lipidio, com a
atividade maxima para o café torrado médio-escuro que corresponde as amostras
de café-de torragdo claras do presente trabalho.

Daglia et al. (2000), analisando a capacidade protetora da bebida de café
contra peroxidag@o de lipidio microsomal em figado de ratos, observaram que as
amostras apresentaram atividade protetora semelhante. Os mesmos autores
usando outro teste, baseado em oxidagdo conjunta de p-caroteno e acido
linoleico, observaram aumento na capacidade de inibi¢do da peroxidagdo de
lipideos das bebidas de café, com a torragdo. Resultados semelhantes foram
obtidos por Borrelli et al. (2002), que observaram a redugio da peroxidagdo do

acido linoleico em cultura de células, com o aumento da torragéo.

TABELA 12 Inibi¢do da peroxidagio de lipideos in vitro de bebidas de café
natural e descascado em trés graus de tomragdo e trés
concentragoes.

Conc. Descascado Natural

Média

(ppm) Claro Médio Escuro Claro Médio Escuro

200 6,15aC 7,28aC 6,16aC  7,23aC  7,40aC  5.42aC 6,61C
2.000 37,92abB 39,69abB 32,37bB 37,54abcB 35,12bcdB 33,87cdB 36,09B

20.000 55.64abA 58,70aA 52,29bA 55,16abA 54,35bA 53,34bA 54,92A

Média 33,24ab 33,22ab 30,27¢ 33,31ab  32,29bc  30,88c

Meédias seguidas por letras maitsculas diferentes na coluna indicam p<0,01, pelo teste de
Tukey e médias seguidas por letras minisculas diferentes nas linhas indicam p<0,01,
pelo teste de Tukey.
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4.11 Inibicio da peroxidacio de lipideos in vivo

As analises das Tabelas 13, 14 e 15 mostram que a bebida de café inibiu
significativamente a peroxidagdo lipidica in vivo, quando administrada por 7
dias (48,60%) e por 30 dias (53,40%), o que foi evidenciado pela diminui¢do da
concentragdo de dialdeido malénico, quando comparada ao controle. No entanto,
nio houve diferenga significativa entre as porcentagens de inibicdo da
peroxidagio dos tratamentos por 7 e 30 dias (Tabela 15).

Tendo em vista que no teste in vitro, o café descascado escuro
apresentou a menor atividade de inibi¢do da peroxidagdo lipidica, testou-se esta
bebida in vivo. Os resultados demonstraram que esta bebida foi eficiente e inibiu
a lipoperoxidagdo, com maior atividade quando administrada por 7 ou 30 dias
consecutivos. Tendo em vista que as anélises foram feitas em homogeneizado de
cérebro, os resultados in vivo permitem sugerir que componentes da bebida de
café seriam capazes de atravessar a barreira hematoencefélica, podendo atuar
como antioxidantes. Estes resultados estio de acordo com estudos prévios in
vitro indicando que o café protege contra a peroxidagéo de lipideos dependendo

do método de anilise e de preparacdo da bebida (Yamato, 2002).

TABELA 13 Concentragio média das substincias reativas ao acido
tiobarbitirico (uM/mg proteina), em ratos tratados com a
bebida de café descascado escuro (7 dias) e controle (4gua).

Tratamento (7 dias) TBARS (uM/mg proteina)
Controle 0,3865a
Bebida de café 0,2019b

Meédias seguidas por letra mindscula diferentes na coluna diferem entre si a 1% pelo
teste de F.
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TABELA 14 Concentragio média das substancias reativas ao 4cido
tiobarbittirico (uM/mg proteina) em ratos tratados com a bebida
de café descascado escuro (30 dias) e controle (dgua).

Tratamento (7 dias) TBARS (uM/mg proteina)
Controle 0,5553 a
Bebida de café 0,2682b

Médias seguidas por letra minuscula diferentes na coluna diferem entre si a2 1% de
probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 15 Médias da Inibi¢io da peroxidagio de lipideos (%) in vivo pela

bebida de café.
TRATAMENTO (dias) INIBICAO (%)
7 48,60
30 53,40

4.12 Parimetros bioquimicos

A ingestio de 570 ppm/kg didrios da bebida de café por 30 dias ndo
produziu modificagdo no nivel plasmitico dos pardmetros bioquimicos
analisados (Tabela 16).

Estudos recentes tém analisado a relagdo entre o consumo de café e
niveis plasméticos de colesterol, porém, detalhes sobre o tipo de café e 0 método
de preparo da bebida responsavel pela agdo sdo pouco identificados. Também,
tem-se estudado a associagio entre polifendis , a concentragéo de terpenoides do
café e niveis de colesterol do plasma (Thelle et al., 1987; Natella et al., 2002).
Neste estudo, utilizou-se rato como modelo experimental, pois é considerado um
modelo animal para se estudar o efeito de compostos sobre os niveis de

colesterol (Terpstra et al., 2000). Resultados semelhantes foram obtidos por
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Natella et al. (2002), utilizando bebidas de café em concentragdes maiores que
as do presente trabalho.

Ito et al. (1998) e Maeng et al. (2004) também ndo encontraram
alteragdes significativas nos niveis séricos de colesterol, triglicerideos e HDL
em individuos apés a ingestdo de 5 copos de café por dia, durante quatro
semanas. O estudo realizado por Yukawa et al. (2004) revelou redugdo no
colesterol total, MDA, porém, ndo houve alteragdes significativas nos niveis
séricos de HDL-colesterol e triglicrideos apds ingestdo de 8g de café arabica,

por 4 semanas.

TABELA 16 Parimetros bioquimicos determinados no soro de rato controle e
tratados com bebida de café (570 ppmvkg/dia) por 30 dias.

PARAMETROS CONTROLE (mg/dL) TRATADO (mg/dL)

Colesterol total 84,60 74,80

Colestero!l HDL 22,54 2221
~ Triglicérides 107,60 92,40

Acido tirico 1,48 1,11
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Richelle et al. (2001) observaram que a bebida de café diminuiu a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade e houve reducdo na capacidade
antioxidante de bebidas de café com aumento no tempo de torragdo, atribuida a
perda de compostos polifendlicos. De acordo com McAnlins et al. (1998), o café
nio afeta o nivel de lipideos e a susceptibilidade de oxida¢ao de LDL, indicando
que o seu consumo pode proteger contra aterosclerose.

Modificagdes significantes na concentragdo de colesterol foram
encontradas em outros estudos apds a ingestdo de café ou componentes isolados,
como o acido clorogénico, em concentragdes maiores que as utilizadas no
presente trabalho (Thelle et al., 1987). Estudos comprovaram que o aumento de
colesterol deve-se a ingestdo de cafestol e caveol, ambos presentes na fracdo
lipidica do café (Terpstra et al., 2000). Estudos epidemiolégicos conduzidos na
Suécia (maior consumidor per capita) indicam que a ingestao freqiiente de café
aumenta os niveis de colesterol no plasma (Terpstra et al., 2000). Estes
resultados podem ser atribuidos & composi¢ao do café, bem como ao modo de
preparo da bebida. Daglia et al. (2000) demonstraram que o café robusta
apresenta maior teor de cafeina, enquanto o caveol e cafestol estdo presentes em
maiores concentragdes no café arabica. O modo de preparo pode permitir que
esses compostos lipidicos estejam em maior ou menor concentracao na bebida.
Quando o café é filtrado, a pequena fragdo lipidica que permanece na superficie
da bebida aquosa ¢ totalmente retida no filtro. Os povos escandinavos preferem
o café turco, enquanto que, na maioria dos paises, o hébito predominante € o
consumo de café filtrado, o que explica a ocorréncia desse fendmeno naquela
regido (Trugo, 2001).

Tem sido demonstrado aumento de &cido urico no plasma apos
administracido de bebidas e alimentos ricos em fendis (Natella et al., 2002). Este
aumento poderia ser atribuido a interferéncia de fenois na secregdo e reabsor¢ao

de 4cido trico. Contudo, Leenen et al. (2000) nio relataram aumento de acido



trico ap6s a suplementagdo com ché preto e verde em humanos. No presente
estudo, ndo foi observado aumento de acido trico apds a ingestio de café,
podendo-se pressupor que o café ndo precisa ser incluido na restrigao alimentar

de pacientes com gota.

4.13 Parametros hematologicos

Nio foram observadas alteragdes significativas nos animais tratados com
café, quando comparadas ao grupo controle (Tabela 17).

Compostos encontrados em vegetais, chi e café, como polifenois e
fitatos, podem inibir a absor¢do de ferro (Disler et al., 1975; Gillooly et al.,
1984), devido a formagio de complexos (Zijp et al., 2000). Criangas israelitas
que ingeriram chi tiveram um aumento significativo de anemia microcitica
(Mork et al., 1983). Layrisse et al. (2000b) verificaram que polifendis presentes
em café e cha inibiram a absorg3o de ferro de maneira dose-dependente. Neste
estudo, a ingestio de café por 30 dias ndo levou ao aparecimento de anemia,
indicando que o consumo de café, mesmo que possa reduzir a absorgio de ferro,

ndo alterou os niveis de hemoglobina em ratos saudaveis, com dieta equilibrada.
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TABELA 17 Parametros hematologicos de ratos, apos a ingestao da bebida de
café por 30 dias (570 ppm/kg/dia).

PARAMETROS CONTROLE TRATADO
Hemacias (10°/mm”) 7,30 7.30
Hemoglobina (g/dL) 14,46 14,42
Hematocrito (%) 43,15 42,57
VCM (fL) 56,90 56,80
HCM (pg) 19,47 19,76
CHCM (%) 34,15 33,70
Leucocitos (103/mm3) 5,22 5,30
Linfocitos, (%) 71,60 72,64
Plaquetas (10°/mm°) 746,30 720,54

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM =
concentra¢do hemoglobinica corpuscular média.

4.14 Teste do microniticleo de eritrécitos de medula 6ssea de rato

Nas Tabelas 18 e 19 € mostrado o efeito protetor da bebida de café
contra os danos ao DNA induzidos pela ciclofosfamida. Foi observada redugéo
significativa (p< 0,01) da freqiiéncia de MNE (eritrécitos micronucleados) em
amostras de células de medula 6ssea de animais que receberam ciclofosfamida,
ap6s a ingestdo de café. Entretanto, nao houve diferenca significativa entre a
porcentagem de inibigdo da formagdo de MNE apés a ingestdo de café por 7 dias

(28,64%) e por 30 dias (37,82).
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TABELA 18 Freqiiéncia de eritrocitos micronucleados (MNE) e relagdo de
eritrocitos policromaticos (PCE) e normocrométicos (NCE) em
medula 6ssea de ratos que ingeriram 570 ppm/kg/dia de bebida de
café descascado claro e escuro, por 7 dias.

TRATAMENTO MNE PCE/NCE
Controle (dgua) 36a 1,32a
Ciclofosfamida 39,8b 0,96 b
Café claro (mg/kg) 26a 1,36 a
Café escuro (mg/kg) 36a 1,28 a
Café claro + ciclofosfamida 26,6 ¢ 1,05b
Café escuro + ciclofosfamida 284c¢ 1,04 b

Média seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam p<0,01 pelo teste de
Tukey.

TABELA 19 Freqiiéncia de eritrécitos micronucleados (MNE) e relagio de
eritrécitos policroméaticos (PCE) e normocrométicos (NCE) em
medula 6ssea de ratos que ingeriram 280 mg/kg/dia de bebida de
café descascado claro e escuro, por 30dias.

TRATAMENTOS MNE PCE/NCE
Controle (agua) 3,33a 1,32a
Ciclofosfamida 32,160 0,99 b
Café escuro (mg/kg) 3,83a 1,29 a
Café escuro + ciclofosfamida 20,0¢ 1,09b

Média seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam p<0,01 pelo teste de
Tukey.



Quanto a citotoxicidade, determinada pela relagio PCE/NCE, nido foi
observada diferenga significativa entre os resultados dos animais que ingeriram
café e o controle negativo (dgua). Contudo, houve diferenca significativa entre o
controle negativo e o grupo que recebeu a ciclofosfamida (p<0,01),
comprovando que a concentragdo de ciclofosfomida administrada foi suficiente
para exercer a¢do toxica para as células da medula éssea. A ingestdo das bebidas
de café claro e escuro, antes da administra¢ao da ciclofosfamida, nao preveniu a
citotoxicidade do agente mutagénico; no entanto, a ingestao da bebida de café
por 30 dias foi mais efetiva que por 7 dias.

Os chamados agentes mutagénicos, os quais alteram a seqiiéncia de
bases no DNA, aceleram o aparecimento de mutagdes e, por uma questdo de
estatistica, este aumento esta associado ao desenvolvimento dos tumores
(Camargo, 2002). Os efeitos genotoxicos e mutagénicos do café tém sido
demonstrados em bactérias e em culturas de células de mamiferos. Contudo, in
vivo o efeito mutagénico do café nao foi comprovado, pois as enzimas
desintoxicantes de mamiferos, homogeneizado de figado, catalase e peroxidase
parecem inibir o efeito mutagénico do café (Nehlig & Debry, 1994; Stadler et
al., 1994).

Neste estudo, usando teste do micronucleo, as bebidas de café ndo
apresentaram efeito genotdxico ou citotéxico, mesmo quando o café foi ingerido
por 30 dias consecutivos. Ao contrério, as bebidas de café preveniram as lesdes
do DNA causadas pela ciclofosfamida, mas nao o efeito citotoxico do agente
mutagénico. A presen¢a, no café, de um sistema efetivo de inativagao de
compostos mutagénicos é uma possivel explicagdo dos resultados observados.
Estes resultados estdo de acordo com os relatos sobre o efeito antigenotoxico do
café na presenca de carcindgenos conhecidos, como uretano, N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina, aflatoxina, entre outros (Abraham, et al., 1998 ; Abraham &

Stopper, 2004; Abraham, 1991). Abraham (1995), testando o efeito do café
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instantaneo (100 mg/kg), ndo verificou efeito antigenotéxico. Isto,

possivelmente, pode ser explicado pela baixa concentragdo de café instantdneo

utilizado, mostrando relagio concentragdo-efeito. Segundo Kosugi et al. (1983),
o café cru ndo possui efeito mutagénico, o qual é adquirido com a torragdo

(Dorado, 1987).

4.15 Parimetros hematolégicos em relagiio a ciclofosfamida

A anélise dos pardmetros hematolégicos de ratos que receberam a bebida
de café por 30 dias encontra-se na Tabela 20.

Nenhuma alteragdo significante foi observada entre os grupos:
ciclofosfamida e café + ciclofosfamida (p>0.05), embora possa verificar uma
tendéncia em reduzir o efeito da ciclofosfamida pelo café nos leucécitos e
linfécitos em ratos tratados por 30 dias.

Apesar de ter reduzido a relagio PCE/NCE, n3o houve reducdo
significativa do nimero de hemicias, pois a vida média desta célula no sangue
periférico é alta e necessitaria de doses repetidas de ciclofosfamida para
demonstrar o seu efeito citotéxico. Além do mais, a variabilidade biolégica entre
os animais é grande o suficiente para ndo demonstrar o efeito citotéxico de uma
tinica administragio de ciclofosfamida em hemécias. Como a vida média de
leucécitos é pequena, esta célula é o melhor indicador do efeito citotéxico da
ciclofosfamida, principalmente linfocitos, que séo o seu principal alvo. Quanto
ao numero de plaquetas, a ciclofosfamida tem menor efeito sobre estas células
que outros agentes alquilantes (Goodmam, 1995).

O consumo de café por 30 dias ndo alterou o crescimento em relagio ao
peso corporal dos ratos tratados (93,4 g), quando comparados ao controle
(90,7g), indicando que a ingestio de café nio afetou o crescimento de animais
(p>0,05 teste t).
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TABELA 20 Resultados hematoldgicos em ratos apds o consumo da bebida de
café escuro por 30 dias.

PARAMETROS CONTROLE

. ) CAFE CAFE+CF CF
HEMATOLOGICO (AGUA)

Hemécias(mm’/sg) 7,53 a 749 a 7,79a 7,89 a
Leucécitos(mm’/sg) 6,26 a 6,52a 3,460 2,54b
Plaguetas(mm’/sg) 869,20 a 952,502  778,00a  809,00a
Linfécitos (mm’/sg) .424a 4,58 a 1,81b 1,36b

Meédia seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam p<0,01 pelo teste de 'T‘ukey
CF = ciclofosfamida.

4.16 Consideragdes gerais

O presente estudo mostrou que as bebidas de café apresentaram
atividade antioxidante, mesmo em concentragdes mais baixas que as consumidas
diariamente por humanos. Parece que a relag3o entre a atividade antioxidante e o
grau de torragio varia de acordo com o tipo de café, as condigSes de torragéo, o
procedimento de extragdio e o método antioxidante. Assim, a utilizagdo de vérios
métodos para avaliar a atividade antioxidante parece importante, pois,
compostos antioxidantes presentes na bebida tém diferentes mecanismos de
acdo. O grau de torragdo induziu diminuigio da atividade, no entanto, ainda
permaneceu alta. Isto pode ser explicado pela formagio de compostos pré-
oxidantes e ou antioxidantes durante o tratamento térmico. Os estigios iniciais
da reagdo de Maillard, a mais importante para o escurecimento ndo-enzimético
de alimentos, sdo responséveis pela formagéo de pré-oxidantes, enquanto que os
estagios avancados fornecem compostos antioxidantes (Manzocco et al., 2001).

O mecanismo preciso pelo qual o café exerceu seu efeito antigenotoxico
ndo foi determinado. No entanto, o presente trabalho indica que esta bebida e

seus constittintes podem inibir a formagdo de compostos genotéxicos e
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carcinogénicos ou mesmo bloquear a reagdo de tais agentes com as células-alvo.
A atividade antioxidante demonstrada pode também contribuir para a agdo

antigenotdxica da bebida de café.
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5 CONCLUSOES

A anilise dos resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que:

a bebida de café apresenta atividade antioxidante e esta ¢é
dependente da concentragio;

a atividade antioxidante diminui com a torragdo, embora
permanega alta e isto pode ser atribuido, pelo menos em parte, a
reducéo de polifendis durante o processo de torragao;

o tipo de processamento de café influenciou na atividade
antioxidante da bebida de café, em relagio aos pardmetros poder
redutor e peroxidagdo lipidica;

a bebida de café filtrado diminuiu a peroxidagio lipidica em
cérebro de rato in vitro e in vivo,

a bebida de café descascado, provavelmente, por ter maior
concentracido de polifendis, entre eles o acido cafeoilquinico,
apresentou maior atividade contra a peroxidagéo lipidica e maior
poder redutor que a bebida de café natural,;

n3o houve alteragio de parametros hematolégicos e bioquimicos
apos a ingestdo da bebida de café descascado escuro por 30 dias;
a bebida de café descascado, administrada em ratos por 7 e 30
dias, apresentou protegdo contra o efeito genotdxico da
ciclofosfamida;

a bebida de café descascado ndo apresentou protegdo contra o
efeito citotéxico da ciclofosfamida;

o grau de torragio nao influenciou na protegdo contra o efeito
genotéxico e citotoxico da ciclofosfamida apds 7 dias de
ingestdo da bebida de café por ratos;

a ingestdo de café filtrado pode ter efeito benéfico para a saude
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humana, por ter atividade redutora, quelante de metais,
seqiiestrante de radicais livres, inibitéria da peroxidagdo lipidica
e da acdo de agentes mutagénicos, além de ndo interferir nos

niveis de colesterol total, HDL, triglicerideos e acido tirico.
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TABELA 1A Resnmo da anilise de variancia dos parametrosdecor L *,a*b
*de bebidas de café submetido a dois tipos de processamento e

trés graus de torra¢do
FV GL Quadrados médios
L* a* b* L* a¥ B*
10,1404 0,0000™  0,0408™

TIPOS 1 1
9,6038* 99,0723*

TORRACAO 2 2 2 85,3790*
TIP*TOR 2 2 2 05563 0,0000™  0,0103™
RESIDUO 18 18 18 0,2363 0,0081 0,0615

CV (%) 1,478 0,782 4,925

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
NS niio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey .

TABELA 2A Resumo da anélise de varidncia para pH e sélidos soluveis totais
(SST) de bebidas de café submetido a dois tipos de processamento

e trés graus de torragdo
FV GL Quadrados médios
pH SST PH SST
TIPOS ] ) 0,0001™ 0,00017
TORRAGCAO 2 2 0,3522* 0,000007™*
TIP*TOR 2 2 0,0008 ™ 0,000009 ™
RESIDUO 18 18 0,0005 0.00003
CV (%) 0,439 0,290

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de 'T‘ukey.
NSh3o significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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TABELA 5A Resumo da anilise de varidncia para as variacdes dos teores de
cidos clorogénicos (CQA): 5-CQA, 4-CQA, e 3 CQA de bebidas
de café submetido a dois tipos de processamento e trés graus de

torragao
FV GL Quadrados médios
5-CQA 4-CQA 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3-CQA
TIPOS 5 5 5 451,7376*  4037,7492*  3702,8883*
RESIDUO 18 18 18  0,0409415 0,5268 0,2457
CV (%) 0,225 2,473 2,105

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de 'T‘ukey.

TABELA 6A Resumo da andlise de varidncia para o peder redutor (PR) e poder
quelante (PQ) de bebidas de café submetido a dois tipos de
processamento e trés (PR) ou quatro (PQ) graus de torragio

FV GL Quadrados médios
PR PQ PR PQ
TIPOS 1 1 13,5007** 1,5402
TORRACAO 2 3 23,2473* 240,9988*
TIP*TOR 2 3 6,7493"8 0,8605™°
RESIDUO 18 16 2,2554 0,8739
CV (%) 4,092 13,441

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
*#* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
NSndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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TABELA 7A Resumo da anilise de varidncia da atividade seqiiestrante de
bebidas de café submetido a dois tipos de processamento e
quatro graus de torragdo e quatro concentra¢oes.

F.V. G.L. Quadrados médios
TIPOS 1 98,0489*
TORRACAO 3 715,7570*
CONCENTRACA0 3 24661,6153*
TIPO*TORR 3 11,2119*
TIPO*CONC 3 11,0425*
TORRA*CONC 9 63,9699*
TIP*TORR*CONC 9 10,0804*
RESIDUO 64 0,7718
C.V. - 1,528

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

TABELA 8A Resumo da anilise de varidncia da atividade seqiiestrante de
bebidas de café (200ppm), acido ascérbico, dcido galico e BHT.

F.V. G.L. Quadrado médio
TIPOS 10 26,1563*
RESIDUO 22 0,2434
C.v. - 0,541

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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TABELA 9A Resumo da andlise de varidncia da atividade de guaiacol-
peroxidase de bebidas de café submetido a dois tipos de
processamento e trés graus de torracao e 4 concentragoes.

F.V. G.L. Quadrados médios
TIPOS 1 1,1503 ™
TORRACAO 2 398,2017 *
CONCENTRACAO 3 3087,8661*
TIPO*TORR 2 32,2835*
TIPO*CONC 3 4,157
TORRA*CONC 6 13,5744 *
TIP*TORR*CONC 6 8,1691 *
RESIDUO 48 2,3569
C.V. - 7,065

* significativoa 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
“nio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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TABELA 10A Resumo da analise de variancia da inibigdo da peroxidagio de
lipideos in vitro de bebidas de café submetido a dois tipos de
processamento e trés graus de torragdo e trés concentragdes.

F.V. G.L. Quadrados médios
TIPOS 1 46.6490%*
TORRACAO 2 63.3875*
CONCENTRACA0 2 20368.8064*
TIPO*TORR 2 39,8911+
TIPO*CONC 2 31,5368**
TORRA*CONC 4 5,3396NS
TIP*TORR*CONC 4 3,1830NS
RESIDUO 90 8,5246
C.V. - 9,073%

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
** significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F. NS: ndo significativo

TABELA 11A Resumo da analise de variancia da inibi¢do da peroxidacdo de
lipideos em ratos que ingeriram a bebida de café descascado
escuro por 7 dias em relagdo ao controle negativo.

F.V. G.L. Quadrados médios
TIPOS 1 0,1704*
RESIDUO 18 0,0023
C.V. - 16,4034

* significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 12A Resumo ds anélise de variancia da inibi¢do da peroxidacio de
lipideos em ratos que ingeriram a bebida de café descascado
escuro por 30 dias em relag@o ao controle negativo.

F.V. G.L. Quadrados médios
TIPOS 1 0,4122%*
RESIDUO 18 0,0074
C.V. - 20,8840

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 13A Resumo da anélise de variincia da comparagio da inibi¢do da
peroxidagdo de lipideos em ratos que ingeriram a bebida de café
descascado escuro por 7 e 30 dias .

F.V. G.L. Quadrados médios

DIAS 1 78,2496NS
RESIDUO 18 77,3956

C.V. - 17,6908

NS nio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 14A Resumo da anédlise de varifncia dos pardmetros bioquimicos: colesterol (C), colesterol HDL (HDL),
triglicerideos (T) e 4cido 1rico (AU), de ratos que ingeriram a bebida de café descascado escuro por 30 dias.

FV GL Quadrados médios
C HDL T AU C HDL T AU
TIPOS 1 1 1 1 204,8NS 0,5445NS 281,25NS 0,882NS
RES{DUO 18 18 18 18 131,3 11,6552 177,7611 0,2343
CV (%) 14,8236 15,2579 13,6117 29,0916

NS nio signiﬁcativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 15A Resumo da andlise de varifncia para as variagdes dos pardmetros hematolégicos: hemécias (H),
hemoglobina (HB), hematéerito (HT), volume globular médio (VCM) de ratos que ingeriram a bebida
de café descascado escuro por 30 dias.

vV GL Quadrados médios
H HT HB VCM H HT HB VCM
TIPOS 1 1 1 1 0,7605NS 16,5822NS 0,0720NS 0,050NS
RESIDUO 18 18 18 18 0,4205 15,5695 1,0254 2,1389
CV (%) 8,6518 9,0832 6,9597 2,5725

"NS nio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 16A Resumo da anslise de varifincia para as variagdes dos pardmetros hematologicos: leucécitos(LEU),
linfécitos (L) plaquetas (PLT), hemoglobina globular média (HCM) e concentragéo hemoglobinica
globular média (CHCM) de ratos que ingeriram a bebida de café descascado escuro por 30 dias.

.FV GL Quadrados médios
LEU L. PLT HCM CHCM LEU L PLT HCM CHCM
TIPOS | 1 1 1 1 0,5120NS 4,6080NS 5544,4500NS 0,4205NS 1,0125NS
RESIiDUO 18 18 18 18 18 1,2022 53,0177 8877,4500 0,4481 0,9158
CV (%) 17,9159 9,9254 12,5484 3,4125 2,8209

NS nio signiﬁcalivo a5%de probabi-lidade, pelo teste de F.

TABELA 17A Resumo da andlise de varifincia para o nimero de micronicleos em 2000 eritrécitos policrométicos
(MNPCE) e a relagiio eritrécitos policromaticos e eritrécitos normocrométicos (PCE/NCE) de ratos que
ingeriram a bebida de café descascado escuro e claro por 7 dias.

FV MNPCE PCE/NCE MNPCE PCE/NCE

TIPOS 5 5 1307,3133%* 0,1429**
RESIDUO 24 24 5,7833 0,0058
CV (%) 13,7945 6,5697

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA [8A Resumo da andlise de varidncia para o niimero de micronticleos em 2000 eritrécitos policromaticos
(MNPCE) e a relagéo eritrécitos policromaticos e eritrécitos normocroméaticos (PCE/NCE) de ratos que
ingeriram a bebida de café descascado escuro por 30 dias.

FV MNPCE PCE/NCE MNPCE PCE/NCE
TIPOS 3 3 1160,7778** 0,1279%*
RESiDUO 20 16 4,0500 0,00391
CV (%) 13,7945 5,3149

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 19A Resumo da anélise de varidncia para as variagdes dos pardmetros hematoldgicos: hemécias (H), plaquetas
(PLT), leucécitos(LEU), linfécitos (L) de ratos que ingeriram a bebida de café descascado escuro por 30
dias em relagdo a ciclofosfamida.

FV GL Quadrados médios
H PLT LEU L H PLT LEU L
TIPOS 3 3 3 3 0,0386NS 17598,0500NS 19,9840** 13,5037**
RESIDUO 16 16 16 16 0,0749 5769,4000 0,8429 0,4471
CV (%) 3,542 9,035 19,535 22,318

NS nio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste deF.
** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.



TABELA 20A Resumo da analise de varidncia das diferencas entre os pesos
inicial e final dos ratos tratados com a bebida de café descascado
escuro comparados ao controle (agua).

F.V. G.L. Quadrados médios
Amostras 1 36,45 NS
Residuo 18 94,0278

C.Vv. - 10,5343

NS: nio significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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