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RESUMO

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo e tem o Brasil como o
principal produtor e exportador em nivel mundial. O Espirito Santo € o segundo
maior produtor de café do pais e grande parte de sua economia € voltada para o
comércio deste fruto. O café arabica (Coffea arabica L.) € o que possui maior
valor comercial e por isso, é a espécie mais exportada atualmente. Além de seu
valor comercial, o café também €& conhecido por possuir propriedades
farmacoldgicas, que sao reforcados pelos relatos da presenca de constituintes
quimicos com atividade antioxidante. Com base nisto, o presente estudo avaliou
os extratos etandlicos de duas cultivares de café arabica, “Catuai vermelho IAC
99” e “Catucai amarelo 2SL”, em diferentes niveis de processamento pds-colheita
de forma a quantificar os marcadores trigonelina e acido clorogénico, por CLAE;
verificar os teores totais de taninos e flavonoides; analisar a atividade
antiproliferativa pelo método do MTT, com células saudaveis (linfécitos humanos)
e tumorais (Sarcoma 180), e, também, avaliar a atividade antioxidante dos
extratos por meio de quatro diferentes métodos: ABTS'*, DPPH, FRAP e
Atividade quelante do ferro (Fe?*), de maneira a identificar o extrato com melhor
desempenho, a fim de orientar a melhor condicdo para consumo e demonstrar as
possiveis influéncias do seu processamento sobre suas caracteristicas quimicas.
Os resultados sugerem que a amostra do café Catucai amarelo seco e pilado
(CASP) possui a melhor atividade antioxidante entre todas as amostras avaliadas,
mas de modo geral, as amostras secas e piladas apresentaram o melhor
desempenho, sugerindo ser a melhor forma de comsumo, no que se refere ao
aproveitamento maximo de seus compostos bioativos. A classe de compostos
mais correlacionada com a atividade antioxidante foi a dos taninos, entretanto,
ndo se pode descartar a acdo dos flavonoides e acidos clorogénicos. Os
processos de torra se mostraram prejudiciais para a qualidade da bebida, no que
tange a disponibilidade de compostos bioativos, os dois niveis de torra
determinaram perdas sucessivas de compostos bioativos e, consequentemente,
da atividade antioxidante. Os testes do MTT em células saudaveis indicaram que
as amostras atuaram como mitégenos, entretanto a amostra Catuai vermelho
cereja imaturo (CVCI) obteve o maior percentual de atividade proliferativa, nao
sendo possivel atestar o responsavel por este efeito. Em células tumorais, foi

observada morte celular em todas as condi¢cdes avaliadas, onde foi encontrada



correlacdo com a presenca de &cido clorogénico e trigonelina, inferindo que a
presenca destes compostos dificulta a morte celular.

Palavras-chave: Coffea arabica L. « CLAE « MTT - torra ¢ linfécitos humanos -

sarcoma 180.

ABSTRACT

Coffee is the second most consumed drink in the world and has Brazil as the main
producer and exporter worldwide. Espirito Santo is the second largest producer of
coffee in the country and much of its economy is focused on the trade of this fruit.
The Arabica coffee (Coffea arabica L.) is the most valuable commercially and
therefore is the most exported specie nowadays. In addition to its commercial
value, coffee is also known to have pharmacological properties, which are
reinforced by the presence of phytochemical constituents with antioxidant activity.
Based on this, the present study evaluated the ethanolic extracts of two arabica
coffee cultivars, "Catuai vermelho IAC 99" and "Catucai amarelo 2SL", in different
post-harvest levels processing in order to quantify trigonelinne and chlorogenic
acid by HPLC; verify the content of total tannins and flavonoids by colorimetric
test; analyze the antiproliferative activity by the MTT method with healthy cells
(human lymphocytes) and tumor cells (Sarcoma 180), and evaluate the antioxidant
activity of the extracts through of four different colorimetric methods: ABTS*,
DPPH, FRAP and Activity (Fe?*), in way to identify the extract with better
performance, in order to guide the best condition for consumption and to
demonstrate the possible influences of its processing on its phytochemical
characteristics. The results suggest that the sample of “Catucai amarelo seco e
pilado” (CASP) had the best antioxidant activity among all the samples evaluated,
but in general, the dry and pounded samples presented the best performance,
implying that it is the best form of consumption, regarding the maximum use of its
bioactive compounds. The class of compounds most correlated with the
antioxidant activity was tannins, however, it is not possible to discard the action of
the other compounds evaluated here. The roasting processes were detrimental to

the quality of the drink, regarding the availability of bioactive compounds, the two



roasting levels determined successive losses of bioactive compounds and,
consequently, of the antioxidant activity. The MTT tests on healthy cells indicated
that the samples served as mitogens, however, the sample “Catuai vermelho
cereja imaturo” (CVCI) obtained the highest percentage of proliferative activity, not
being able to attest the accountable for this effect. In tumor cells, was noticed cell
death in all conditions evaluated, where was found a correlation with the presence
of chlorogenic acid and trigonelline, inferring that the presence of these

compounds hinders cell death.

Keywords: Coffea arabica L. « HPLC « MTT « roasting « human lymphocytes

sarcoma 180.
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1 INTRODUCAO

O café é uma bebida reconhecida mundialmente e, apesar de nao fazer parte das
espécies nativas brasileiras, se adaptou facilmente as condi¢cbes climaticas e
diferenciadas do pais, fazendo com que o Brasil se tornasse o maior produtor e
exportador mundial de café, tendo o Espirito Santo como o segundo maior

produtor nacional.

Investimentos para agregar valor a bebida tém sido um incentivo para produtores,
uma vez que isto resulta no valor final da saca. Assim, processos ligados a
tratamentos pré e poés-colheita podem garantir uma bebida de qualidade que é
requerida pelo consumidor, seja no Brasil ou no exterior.

Além do potencial econdmico, o café também é conhecido por possuir
propriedades bioativas que estdo relacionadas, principalmente, a capacidade
antioxidante. A presenca de &acido clorogénico, trigonelina, taninos, cafeina e
outros compostos fendlicos fornecem ao café esta caracteristica quimioprotetora
e, ha relatos de que as maiores concentracdes destes elementos se encontram
no fruto verde, entretanto, esta composi¢cdo pode variar de acordo com a espécie

e 0s processos de pré e pés-colheita aos quais o café é condicionado.

Compostos antioxidantes tém a capacidade de reduzir a atividade de radicais
livres, estes por sua vez estdo envolvidos em processos importantes do sistema
bioldgico, mas, em excesso, podem determinar danos irreparaveis ao organismo,
como a peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao material genético.
Desta forma, os radicais livres estdo relacionados a diversas doengas como
cancer, aterosclerose, diabetes, doencas cardiovasculares, incluindo doencas
degenerativas como o Alzheimer. Pesquisas em andamento também visam
avaliar se o café é capaz de reverter doencas ja instaladas. Apesar da existéncia
de divergéncia entre os estudos, € possivel que o café tenha um efeito benéfico

também para este tipo de acao, que inclui a morte de células tumorais.

No entanto, o processo de torrefacdo ao qual o café é condicionado, pode

influenciar na composicdo quimica, de modo a degradar ou formar novos
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compostos, principalmente pelas reacdes de Maillard, que sdo responsaveis pela
cor e sabor dos alimentos. Assim, o aumento do nivel de torra pode estar ligado a
diminuicdo de compostos bioativos e, possivelmente, a diminuicdo dos efeitos

protetivos.

Considerando-se a importancia do café, tanto para a economia quanto para a
saude, o presente estudo avaliou, em diferentes etapas de maturacdo ou
processamento do café, as alteracdes nas concentracdes de alguns compostos
bioativos de interesse, correlacionando os resultados as melhores condi¢des para
0 aproveitamento destes elementos. Em outro ponto, avaliaram-se como o acido
clorogénico, tanino, flavonoide e trigonelina se comportam durante etapas
distintas do processo de producédo do café arabica em duas de suas cultivares:

Catuai vermelho IAC 99 e Catucai amarelo 2SL.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAFE

Pertencente a familia Rubiaceae e originario continente Africano, o café faz parte
da vegetacdo natural daquela regido, e sua primeira referéncia alusiva, data do
ano de 575, com chegada ao Brasil somente em 1727, no estado do Para (ABIC,
2017a). A condicdo climatica favoravel fez com que o Brasil se tornasse um dos
maiores produtores de café do mundo e, atualmente, € possivel encontrar o
cultivo comercial deste fruto nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia,
Parana, Rondbdnia, Mato Grosso, Rio de Janeiro e Espirito Santo, sendo este
altimo o segundo maior produtor do pais (BRAGANCA, 2001; MARQUES, 2004;
FREDERICO, 2013).

Das quase 100 espécies de café dispersas em todo o mundo, apenas duas
possuem relevancia econdémica: o café arabica (Coffea arabica L.) e o café
conilon (Coffea conephora P.), este ultimo, genericamente, chamado de robusta.
O fruto do café € formado pelo grdo (endosperma e embrido), que por sua vez
esta envolvido pelo pergaminho (endocarpo), pela polpa ou mucilagem
(mesocarpo) e, mais externamente, pela casca (exocarpo) (MATOS;
MAGALHAES; FUKUNAGA, 2006).

Estima-se que aproximadamente 80% da producéo de café no Brasil € da espécie
arabica, com os outros 20% voltados para a producéo de conilon (CONAB, 2017),
producdo que pode variar de acordo com o ano.

Hoje, o café é segunda bebida mais consumida no mundo (SERBAI; OTTO.
NOVELLO, 2014) e o Brasil € o maior produtor e exportador deste fruto, além de
ser o segundo maior consumidor mundial da bebida (NAKAZONE; SAES, 2004;
SANTOS et al., 2009; CECAFE, 2017). Os maiores importadores de café do Brasil
sdo: Unido Européia, Estados Unidos, Japdo, Canadda, Turquia e México (ABIC,
2017b). A Figura 1 mostra em um panorama geral, como foi a exportacdo de

cafés verdes nas safras dos ultimos anos.
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Figura 1 - Estimativa da exportagcdo de café verde, em milhdes de sacas, nas safras de 2012/13 a
2016/2017.
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Fonte: ICO (2017).

A saca de café é estimada em 60 kg e, segundo a Organizacao Internacional do
Café (ICO, 2017), apesar da queda de 8,8% na exportacdo, houve o aumento de

9,2% na safra de 2016/17, sendo que o Brasil produziu 55 milhées de sacas.

A qualidade da bebida tem-se tornado uma grande aliada a valorizacdo da saca,
entretanto, o Brasil ndo esta dentre os maiores fornecedores de café de
qualidade. Segundo Nakazone e Saes (2004), o pais é um forte fornecedor
quando se refere a quantidade, mas no viés da qualidade, paises como
Guatemala, Colébmbia, Costa Rica e Quénia sdo os maiores referenciais. Muitos
produtores tém apostado na cultura de café gourmet, a fim de alcancar maior
qualidade da bebida e por fim melhorar o rendimento final e, recentemente
alcancou a marca de exportacdo de cafés especiais em 18%, de todo o café

produzido no Brasil (CECAFE, 2016).

2.2 PRODUCAO E QUALIDADE DA BEBIDA

A produgéo de café no Brasil tem um forte impacto na economia do pais e nos

ultimos anos o mercado cafeeiro tem visado um novo nicho econdmico na

producdo deste vegetal e com rentabilidade mais atrativa: a producdo de cafés
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especiais ou gourmets (PAIVA, 2005). Este nicho visa competir com paises
voltados para uma producdo de cafés especiais, uma vez que a demanda por
este tipo de produto tem aumentado significativamente (LEME; MACHADO,
2010). Segundo Matielo et al. (2005, apud PEREIRA et al., 2015), o consumo de
cafés especiais cresce de 10 a 15% ao ano, em contrapartida o consumo de cafés
tradicionais cresce apenas de 1 a 1,5%.

O Brasil ndo era um consumidor relevante deste tipo de café, isso porque o pais
comumente ficava com o café residual para consumo interno e os melhores gréos
eram exportados (BACCI, 2007), atualmente a demanda por estes produtos tem
aumentado, e isso se deve possivelmente a alta promoc&do. Concursos que
elegem o melhor café, certificacbes de lavouras, valorizagdo de marcas,
competitividade, saturacdo do mercado e preocupacdo com a satisfagdo do
consumidor final, contribuiram para aumento de consumo destes tipos de graos
(MAFRA, 2008; LEME; MACHADO, 2010).

Vale salientar que antes de chegar a mesa do consumidor final, o café passa por
um ciclo de producéo, beneficiamento, processamento e prova. Assim, 0 processo
pos-colheita é fundamental para a producdo de uma bebida de qualidade,
principalmente quando se busca a producdo de bebidas especiais. Um fator
ligado a qualidade bebida é a espécie cultivada, o café arabica é o mais
comumente utilizado para a producdo de cafés especiais, mas os blends (mistura
de arabica e conilon) também podem ser utilizados desde que atendam as
normas de qualidade (SEBRAE, 2008).

A cultivar Catuai vermelho IAC 99, originado do cruzamento entre as variedades
“Mundo novo” e “Caturra” é caracterizado por ter porte baixo, internédios curtos,
ramificacdo secundaria com frutos vermelhos e maturacdo média a tardia sendo
uma das cultivares mais plantadas no Brasil (IAC, 2017). Outra cultivar é o
Catucai amarelo 2SL, que é resultado dos cruzamentos entre as variedades
“Icatu” e “Catuai”, possuindo caracteristicas como porte baixo a médio, internédio
curto, ramificacdo secundario de frutos amarelos com ciclo de maturagdo médio

(MACEDO et al., 2015; Consoércio Pesquisa Café, 2017). Estas duas cultivares da
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espécie Coffea arabica L. sdo exemplos de cafés utilizados na producdo de

bebidas especiais.

A composicdo quimica dos graos crus, um dos fatores que interferem na
qualidade final da bebida, € determinada por aspectos genéticos, ambientais,
adubacao, trato fitossanitérios, ligados a maturacao dos frutos, cuidados durante
a colheita, secagem e, por fim, no beneficiamento, armazenagem e modo de
preparo (SILVA, 2005; SIMOES; FARONI; QUEIROZ, 2008). Além disso, outros
fatores podem influenciar na qualidade da bebida, como a presenca de gréos
imperfeitos (brocados, verdes, pretos), provenientes de uma colheita atrasada ou
adiantada, e impurezas (cascas, paus e pedras), que podem diminuir a qualidade
da bebida final (MORAIS, 2008; THOMAZIELLO, 2014).

Em 1989, a Associacdo Brasileira de Industria de Café (ABIC) criou um selo de
pureza com o objetivo de identificar os cafés que eram livres de impurezas,
entretanto, este selo ndo diz respeito a qualidade da bebida. Assim, em 2004, foi
criado, pela mesma instituicdo, o Programa de Qualidade do Café (PQC), com o
objetivo de aumentar o consumo interno através da certificacdo de qualidade, que

classifica o café em trés niveis: Tradicional, Superior e Gourmet.

No estagio de processamento do café, principalmente de cafés especiais é
comum a ocorréncia de selecdo pos-colheita, e mesmo com a retirada das
impurezas, faz-se necessario, por exemplo, passar pelo separador hidraulico para
gue seja feita a separacéo dos cafés denominados “boia” (graos defeituosos) dos
cafés cereja perfeitos, para que estes passem pelo processo de secagem
separados (SILVA et al., 2017), essa técnica proporciona a separacdo de graos
mais homogéneos (SANTOS; CHALFOUN; PIMENTA, 2008). Segundo Reinato et
al. (2002), os cafés cereja possuem uma umidade proxima dos 60% b.u e por isso

necessitam de cuidados especiais durante a secagem.

No Brasil, esta etapa do processamento pode ocorrer por duas vias: via seca ou
via imida. Em via seca tem-se a secagem do mesmo em terreiro ou é promovida
por secadores mecanicos (SIMOES; FARONI; QUEIROZ, 2008), jA no processo

por via Umida, o café & submetido as operacdes de descascamento lavagem e a
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retirada de parte da mucilagem (SILVA et al., 2017). Segundo Filho e Silva (2005),
no Brasil, a técnica mais utilizada é o processamento por via seca, comumente
realizada em um terreno onde os graos ficam expostos ao sol sendo revolvidos
durante dia para que haja uniformidade na secagem, de modo a alcancar uma
umidade proxima dos 11 ou 12%. Apos isto, os grdos secos devem ser
armazenados em locais apropriados. Reinato et al. (2002) acrescenta 0s
beneficios do secador mecanico, que visam contornar problemas comuns da
secagem via Umida, como necessidade de mao de obra, clima favoravel e
terreiros, entretanto, o custo deste processo para o produtor se torna elevado por
conta dos gastos com energia.

A partir disso, 0 proximo passo € o beneficiamento do café, que trata do conjunto
de operagbes que visam atender aos padroes de comercializacdo (REZENDE;
ROSADO; GOMES, 2007, apud SILVA; MORELI; JOAQUIN, 2015). A retirada das
cascas originando o café verde € um exemplo de beneficiamento (NASCIMENTO,
2006). Apos isto, o café passa pelo processo de torra, cujo objetivo € promover o
aroma e sabor da bebida, que irdo depender de sua composicdo quimica (DE
MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999; BAGGENSTOSS et al., 2008; NAIDU, et al.,
2008; ABRAHAO, 2010; LIMA et al., 2010). Este processo promove a expansio
do volume, sem o rompimento da parede e com a formacao de poros na parede

celular que facilitam o processo de moagem (SCHOLZ et al., 2011).

Apoés a torra, o café segue para a etapa de classificacdo, denominado prova de
xicara. A prova de xicara consiste em uma avaliagdo sensorial da amostra de
café, feita por um profissional treinado e com anos de experiéncia (PAIVA, 2005).
A avaliacdo da bebida é realizada apds sua torra e segundo o MAPA (2003) a
bebida de café arabica pode ser classificada como: estritamente mole, mole,
apenas mole, dura (para bebidas finas) e riada, rio e rio zona (para bebidas
fenicadas). Esta avaliagdo da uma ideia geral da qualidade da bebida, estando

assim, ligada ao valor final da saca.
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2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS DO CAFE

O relevante consumo de café em nivel mundial, tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores no que tange a relacdo entre a qualidade da bebida e
compostos bioativos, ligados ao café verde, mas principalmente ao torrado, que é
a forma mais comumente consumida (MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999; LIMA et
al., 2010). O gréo cru é caracterizado por possuir constituintes volateis como, a
trigonelina e acidos clorogénicos, e constituintes ndo volateis como acucares,
proteinas, aminoacidos, compostos fendlicos, dentre outros (MOREIRA; TRUGO;
MARIA, 2000; ABRAHAO et al., 2008). Segundo Rezende (2016), a sintese de
compostos bioativos em plantas, ocorre pela via do metabolismo secundario,
onde a plasticidade genética somada a fatores bidticos e abibdticos garantem a
producdo de determinados compostos para sua protecédo e ou sinalizagao, e que
podem ser utilizados na dieta humana para fins medicinais. Este englobado de
substancias é capaz de interagir com o corpo, podendo atuar como antioxidantes
e ainda trazer beneficios aos sistemas organicos dos individuos (STELMACH,;
POHL; MADEJA, 2015).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de compostos fendlicos, sua
sintese se da pela combinacdo de derivados da fenilalanina (via do acido
chiquimico) e A&cido acético (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Sua
estrutura basica possui dois anéis fendlicos (A e B) o terceiro anel podendo ser
um pirano (C), (Figura 2) (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al., 2015). Segundo
Aherne e O’brien (2002), a presenca do terceiro anel em forma de pirano, torna
possivel a formacédo das subclasses como: leucoantocianinas e antocianidinas, ja
a presenca de uma pirona no terceiro anel é possivel originar flavonas, flavonaois,

flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas.

As diferentes estruturas dos flavonoides e suas respectivas atividades biolégicas
ocorrem por modificagbes provenientes de hidroxilagbes, metilacdes,

hidrogenacgdes, melonilacdes, sulfatacdes e glicosilagbes (MACHADO, 2010).
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Figura 2 - Estrutura fundamental dos flavonoides.

Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Em sua grande parte, os flavonoides séo responsaveis pela cor e o sabor dos
alimentos (KAAKOUSH; MORRIS, 2017), e dentre seus beneficios para a saude,
pode-se citar as atividades antioxidante, antitumoral e antinflamatoria, além de
sua atuacdo contra doencas cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2010; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Alguns trabalhos tém proposto mecanismos antioxidantes provenientes dos
flavonoides, como a inibicdo dos sistemas enziméticos responsaveis pela
formacdo de radicais livres (cicloxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase),
quelacdo de ions metdlicos que participam das reacfes que formam radicais
livres, sequestro de radicais livres e regulacdo génica para producao de enzimas
antioxidantes. (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000, PIETTA,
2000; HERNANDEZ-MONTES et al., 2006). Apesar disto, Xiao et al (2011),
afirmam serem necessarios mais estudos que comprovem a eficacia dos
flavonoides e que visem suas relacdes dose-respostas, além da identificacao dos

flavonoides mais bhioativos.

2.3.2 Taninos

Os taninos compreendem um importante grupo de compostos fendlicos e
apresentam alto peso molecular, que pode variar de 500 a 3.000 Dalton
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2008). Sdo capazes de formar complexos
com proteinas (como pontes de hidrogénio, ligacdes hidrofobicas ou ligacdes
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covalente) (COWAN, 1999), sendo responsaveis ainda pela adstringéncia em
muitos alimentos, ao formar um complexo insolivel com as proteinas salivares
(SOARES; MATEUS; FREITAS, 2012). Eles ocorrem em uma ampla variedade
nas plantas e estdo ligados a protecao contra herbivoria, fungos, bactérias e virus
(SERAFIN et al., 2007).

De acordo com sua estrutura quimica, os taninos podem ser classificados em
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Segundo Haslam (1989, apud
FALCAO; PEREIRA; ARAUJO, 2016), as plantas que comumente sintetizam
taninos hidrolisadveis tendem a nado sintetizar quantidades relevantes de taninos

condensados, sendo que para esses autores, isto também é valido para o inverso.

Os taninos hidrolisaveis compreendem em ésteres de &cido gdlico e acidos
elagicos glicosilados, tendo o &cido chiquimico como percursor, onde o acido
tanico € um exemplo (Figura 3) (PEREIRA; CARDOSO, 2012, VARGAS, 2017).
Apoés sua hidrdlise, os taninos liberam carboidratos e acidos fendlicos (NOZELLA,
2001).

Figura 3 - Tanino hidrolisavel: Acido tanico.

Fonte: Adaptado de Nakamura, Tsuji e Tonogai (2003).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sédo constituidos de ao menos 2
unidades de flavonoides resultantes de rotas biossintéticas diferentes: do acido

chiguimico e do acetato, tendo a procianidina como exemplo (Figura 4)
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(SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001; SANTOS, 2007 apud MARCHINI, 2015).
Essa classe é resistente & hidrélise, mas pode ser soluvel em solventes orgéanicos
(NOZELLA, 2001).

Figura 4 - Tanino condensado: Procianidina.
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Fonte: Adaptado de Queiroz, Morais e Nascimento (2002).

Segundo Ferrdo et al., (2003), as atividades farmacoldgicas dos taninos s&o
comuns as duas classes e sdo, em parte, devidas a algumas caracteristicas
existentes: sua atividade antioxidante e a complexacao de ions metélicos e outras
macromoléculas. Atividades industriais como tratamento de agua, producao de
borracha e curtimento de couro, também sédo citadas na literatura como acdes
envolvendo os taninos (MANGRICH et al., 2013; MEUNIER; FERREIRA, 2015;
PASTORE JUNIOR, 2017).

2.3.3 Acido clorogénico

Os acidos clorogénicos (ACG’s) sao amplamente distribuidos no reino vegetal,
sendo um dos principais representantes de compostos fenélicos (ABRAHAO et al,
2010). Estes sdo formados a partir da esterificacdo do acido quinico, com alguns

derivados do acido cinamico (como acido caféico, acido feralico e p-cumarico),
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onde o acido clorogénico (5-ACQ) é o composto mais presente (Figura 5)
(CLIFFORD; KELLARD; BIRCH, 1989, ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).

Figura 5 - Acido clorogénico (5-ACQ).
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Fonte: Oliveira e Bastos (2011).

Alimentos como maca, alcachofra, berinjela e frutas citricas, apresentam teores
consideraveis de acido clorogénico. Porém, o café € considerado a maior fonte
deste composto (MONTEIRO; TRUGO, 2005). No café, a degradacdo deste
composto, contribui de forma significativa para o sabor da bebida, originando
inclusive compostos bioativos benéficos (FERNANDES et al., 2001; ROSSETTI,
2007). Sua funcgdo biolégica esté ligada ndo somente a atividade antioxidante,
mas também as acdes antimicrobianas, anticarcinogéncica e hipoglicemiante
(KASAI et al., 2000; ALMEIDA, 2007; PARI; KARTHIKESAN; MENON, 2010).

Durante o processo de torrefacdo, o &cido clorogénico e outros compostos
bioativos do café podem ter suas subunidades incorporadas as melanoidinas
(BEKEDAM, 2008). Estas estruturas sdo formadas apds o aquecimento e sao
originadas pelas rea¢cfes de Maillard, responsaveis por alteracdes caracteristicas
dos alimentos como cor e sabor e, provém da basicamente de reacdes nao
enzimaticas entre aminioacidos e acucares redutores ou ainda pela desidratacao
de carboidratos com uma reac¢do de polimerizacdo (MARTINS; JONGEN; VAN
BOEKEL, 2000; LEONHARDT, 2015; DURAN et al., 2016).

2.3.4 Trigonelina

A trigonelina (Figura 6) € uma N-metil betaina com propriedades sensoriais,

nutricionais e com efeitos adversos no sistema nervoso central (MONTEIRO;
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TRUGO, 2005). Classificada como um alcaloide, a trigonelina tem o &cido
nicotinico como precursor (JOSHI;HANDLER, 1960).

Figura 6 - Estrutura quimica da trigonelina.
N

‘ IS Coo-
|

+,.-'*'
CHj
Fonte: Andrade (2009).
No café, seus maiores beneficios sdo constatados apds o aquecimento, uma vez
que, durante a torra do café, a trigonelina forma diferentes compostos
responsaveis, principalmente, pelo sabor e aroma da bebida, como é o caso das
piridinas, do N-metilpirrol (ANDRADE, 2009). Outro produto de seu metabolismo é
a niacina (vitamina B3) que faz com que o café seja um dos poucos alimentos que
ap0s agquecimento é capaz de formar um composto importante para o
metabolismo humano. A literatura reporta os maiores teores de trigonelina

recorrentes no café arabica, quando comparado ao conilon (AGUIAR, 2005;
VIGNOLI et al., 2013).

2.4 RADICAIS LIVRES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nos ultimos anos houve um aumento no interesse por alimentos com atividades
bioldgicas, principalmente com propriedades antioxidantes (NEWMAN; CRAGG,
2012). Estudos recentes tém visado avaliar os beneficios da bebida de café
envolvendo este tipo analise. Sua atividade antioxidante, assim como de qualquer
outro alimento, depende da presenca e concentragdo de compostos bioativos de
interesse, levando-se em consideracdo a cultivar, os fatores ambientais e
processamento poés-colheita. A torrefacdo do café também se torna um fator
relevante por ser capaz de degradar ou formar novos compostos, inclusive com
atividade antioxidante (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).



29

Alimentos com atividades antioxidantes sao importantes por controlar a presenca
exacerbada de radicais livres (RL’s) (CALABRESE, 2005). Esses radicais séo
caracterizados por serem atomos, moléculas ou ions que possuem elétrons néo
pareados em sua Orbita mais externa, e a necessidade de doar ou retirar elétrons
de outra molécula faz com que os RL’s sejam substancias instaveis e altamente
reativas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; COTINGUIBA, 2015; PERUZZI,
2015). Entretanto, a designacao radical livre, ndo pode ser utilizada para todos os
agentes reativos, pois apesar de participarem de processos de oxirreducao, nem
todos possuem elétrons desemparelhados em sua Udltima camada (DE
VASCONCELOS et al., 2014).

Desta forma, espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN’s) s&o nomenclaturas mais apropriadas para descrever estes
agentes (CAVALCANTE; DEBRUIN, 2009), sendo as ERO’s, os tipos mais
importantes de RL’s gerados em sistemas vivos, principalmente por estarem
relacionados ao desenvolvimento de doencas. A Tabela 1 mostra as principais
ERO’s formadas.

Tabela 1 — Principais espécies reativas de oxigénio formadas no organismo.

Oxidante Formula Reagao da equagao
Anion superdxido 0 MADPH + 20; «— NADP* + 207 + H" 207 + H+ —
02 + H:0;
Perdxido de hidrogénio Hz0= Hipoxantina + HzO + Oz « xantina + HzO; Xantina +
Hz0O + Oz « acido urico + Hz02
Radical hidroxila OH Fe* + H;0; — Fe™ + OH + OH"
Radical peroxila ROO R+ 0z — ROO
Radical hidroperoxil HOO 05 + HxD < HOO™ + OH
Acido hipoclorosa HOCI Hz0- + CI' = HOCI + HzD

Fonte: Adaptado de Birben et al. (2012).

Em organismos aerébicos, os RL’s se encontram envolvidos em processos de
oxidacdo, isto porque participam em atividades essenciais como sinalizagéo
celular, producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, e
sintese de substancias importantes como hormonios e enzimas, e complementar
a isto, também podem ser produzidos por disfunc¢des bioldégicas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; CORNELLI, 2009). Mesmo se tratando de um processo
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essencial e natural, o aumento da producao de RL’s pode levar a um desequilibrio
entre os sistemas pro-xidante e antioxidante, ou seja, 0s antioxidantes presentes
nao sao mais capazes de neutralizar a acdo dos RL’s em excesso formados, e
estes passam a causar danos irreparaveis como a peroxidacao lipidica, oxidacao
de proteinas, carboidratos e danos ao material genético, processo este,
denominado estresse oxidativo (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004; RAHMAN;
BISWAS; KODE, 2006; ZENGIN et al., 2014).

Assim, estes RL'’s, estéo relacionados a diversas doencas como cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares, incluindo doencas degenerativas como aterosclerose e
Alzheimer (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; WINTERBOURN, 2008;
MARTINS, 2015). Um dos fatores que levam ao processo de estresse oxidativo é
o envelhecimento, mas fatores ambientais também estdo relacionados (ENGERS;
BEHLING; FRIZZO, 2013).

As ERQO’s de maior importancia fisioldgica sao: anion superoéxido (02), peroxido
e hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH?) (BIRBEN, 2012). O anion
superoxido tem uma acédo irrelevante como agente oxidante, pois diferente da
maioria do RL’s, ele é inativo. Sua principal acdo € a produgao de peroxido de
hidrogénio através de uma reacdo de dismutacdo (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006), assim, sua principal importancia esta no favorecimento da producao de
espécies radicalares (CONTINGUIBA, 2015).

O peroxido de hidrogénio, por sua vez, ndo é considerado um agente oxidante,
entretanto, possui facilidade em se difundir por membranas e € capaz de induzir
danos as moléculas de DNA, através de reacbes enzimaticas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; LIOCHEV, 2013). O radical hidroxila (OH") é o mais reativo
e, de natureza nao seletiva, assim, pode-se considera-lo o mais deletério dos RL’s
(ASGHAR; RAMAN. DAUD, 2015; BIRBEN et al., 2012). Sendo produzido nas
proximidades do DNA, pode levar a inativagdo ou mutacdo do mesmo, além de ter
capacidade para inativar inUmeras proteinas, inclusive as das membranas,
estando também relacionado ao processo de peroxidacdo lipidica (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).
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A producdo de ERO’s também esta muito ligada a presenca de metais com
capacidade redutora. E sabido que o estresse oxidativo é um fator culminante
para desencadear a formacdao de ERO’s, este dano, acumulado ao excesso de
anios superoxidos pode ocasionar, através da reacao de Haber-Weiss, a reducéo
de Fe3* a Fe?'. Estes por sua vez, podem participar da reacdo de Fenton,
reagindo com H202, dando origem ao radical OH". E pela reagéo de Haber Weiss,
com o anion Oz e H202, também & possivel originar o radical OH' (HARB, et al.,

2016), conforme equacdes apresentadas na Figura 7.

Figura 7 - Reacgbes de Fenton e Haber-Weiss, na geragéo de espécies reativas de oxigénio.

02" + H202 — O2 + OH + OH® (Reacéo de Haber-Weiss)
Fe?* + H202 — Fe®" + OH" + OH" (Reacéo de Fenton)

Fonte: Adaptado de Birben et al. (2012) e Jomova et al. (2010).

O cobre também € um metal capaz de catalisar a reacdo de Haber-Weiss, mas
como o ferro é o metal pesado mais abundante presente em sistemas vivos, este
se torna o0 mais utilizado para catalisar reacdes de oxidacdo em biomoléculas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Para balancear as atividades destas moléculas, existem as substancias
antioxidantes, que segundo Bianchini e Antunes (1999), sédo caracterizados por
serem agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos
RL’s nas células. Estes antioxidantes séo divididos em duas classes, podendo ser
enzimaticos, produzidos pelo préprio organismo e nao enzimaticos, proveniente
da dieta. Como antioxidantes enziméaticos tém-se o superéxido-dismutase (SOD),
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e catalase, e ndo enzimaticos destacam-se
minerais (cobre, manganés, zinco e ferro), vitaminas (vitamina A, vitamina C e
vitamina E), carotendides (beta-caroteno e luteina), bioflavonoides (quercetina) e
taninos (catequinas) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, SHIMI; MOREIRA, 2004).
Segundo Vasconcelos (2007), a localizacdo de agentes antioxidantes também é
diferenciada, pois antioxidantes enzimaticos estdo predominantemente no meio

intracelular e 0s ndo enziméaticos no meio extracelular.
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Muitos estudos séo voltados para a avaliagdo de produtos naturais com atividades
antioxidantes, uma vez que estes estao relacionados a prevengéo de inUmeras
doencas. Na literatura € possivel determinar a atividade antioxidante por inGmeros
meétodos, avaliando sua capacidade de doacdo de elétron ou atomos de
hidrogénio a RL’s para sua remocao ou inativacdo (DPPH, ABTS e FRAP) e a
atividade quelante do Fe?*, ndo permitindo que estes sejam capazes de agir como

reagentes ou catalizadores em reacdes que levam a formagao de ERO’s.

Comumente estes métodos sdo simples, rapidos, baratos e eficazes, podendo ser
feitos in vitro. Um dos testes mais conhecidos para avaliar atividade antioxidante é
o do DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, que € um radical livre parcialmente estavel,
gue pode ser obtido por dissolu¢cédo do reagente em meio organico (RUFINO et al.,
2007), muito utilizado em ensaios colorimétricos para avaliagdo de atividade
antioxidante. Neste teste, tém-se uma reacao de oxi-reducdo, na qual ocorre a
doacdo de um &tomo de hidrogénio, de modo a tornar este radical livre uma
substancia estavel (DUARTE-ALMEIDA, et al., 2006).

Durante este processo o DPPH, que possui coloragdo purpura, € reduzido a
difenil-picril-hidrazina, e passa a apresentar uma tonalidade amarelada (Figura 8),
esta mudanca esta ligada a um decréscimo na absorbancia e caracteriza uma

resposta positiva a atividade antioxidante da amostra (BORGES, et al., 2011).

Figura 8 - Reducdo do DPPH apés a doagdo de um atomo de hidrogénio por substancia
antioxidante (AH).

Q \,ﬁ_fz

DPPH DPPH-H
Coloragho plrpura Coloragao amarelada

Fonte: Adaptado de Pyrzynska e Pekal (2013).

Um segundo teste também muito utilizado para avaliacdo de atividade
antioxidante é o ABTS. O 2,2-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico)

(ABTS) € um radical livre que pode ser obtivo a partir de uma reacado quimica,
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eletroquimica ou enzimatica (KUSKOSKI, 2005). Este teste é baseado na geracéo
do ABTS™, de cor verde-escura, através da reacdo do ABTS com persulfato de
potassio. Na presenca de um antioxidante o ABTS™ é reduzido a ABTS,
substancia estavel de coloracdo verde-clara, que caracteriza a ocorréncia de

atividade antioxidante por decréscimo de absorbancia a 734nm (Figura 9).

Figura 9 - Estabilizacdo do ABTS™* por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de potassio.
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Fonte: Adaptado de Rufino (et al., 2007).

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), por sua vez, avalia a
atividade antioxidante da amostra através da reducdo do complexo Fe®* a Fe?*,
por meio de doacédo de elétron (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Esta reacéo ocorre
na presenca de TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)1,3,5-triazina) em meio acido (pH = 3,6)
(VASCONCELOS et al., 2007). Assim o complexo Felll-TPTZ, de colorag&o azul-
clara, € reduzido a Fell-TPTZ, de coloragdo azul-escura, na presenca de um
antioxidante, de modo que sua resposta esta ligado ao aumento da absorbancia a
595nm (Figura 10) (TIVERON, 2010; SUCUPIRA, 2012).

Figura 10 - Reducao do Felll-TPTZ a Fell-TPTZ, por doacao de elétron em meio acido.
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Fonte: Adaptado de Rufino (et. al., 2006).
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Por ultimo, o ensaio de Atividade Quelante do Fe?*, considerado um dos maiores
pro-oxidantes dentre as espécies de ions metalicos. Este teste é considerado uma
avaliacdo secundaria de atividade antioxidante, uma vez que ndo se liga ao
radical livre, mas sim “quela” metais em transicao que participam da catalisacao
nas reacoes de Fenton e Haber-Weiss, responsaveis pela formagao destes RL’s e
consequentemente a promocdo dos danos oxidativos (BARREIROS, DAVID;
DAVID, 2006; ALVES; KUBOTA, 2013).

A ferrozina, reagente utilizado neste ensaio, forma uma coloragdo roxa na
presenca de ions metalicos, originando um complexo (Ferrozina-Fell). Os agentes
guelantes presentes na amostra ndo permitem a formacdo deste complexo,
resultando na diminuicdo da absorbancia com uma coloracédo rosea a 562 nm
(BARROS, 2012).

2.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular € um método muito utilizado para avaliar a citotoxicidade de
amostras (BEDNARCZUK, 2010). Existem muitos tipos de células que podem ser
utilizadas, dentre elas pode-se citar as linhagens saudaveis como os linfécitos
humanos e linhagens tumorais, como o sarcoma 180 (Mus musculus). Segundo
Rogero et al. (2003) estudos com culturas celulares podem ser utilizados devido a
sua reprodutibilidade, rapidez e sensibilidade, além de ser financeiramente

acessivel.

Um dos testes mais difundidos na avaliacéo in vitro de citotoxicidade ¢ o MTT
(brometo de 3-(4,5- dimethil-2- tiazolil)-2,5- difenil-2H- tetrazolio), onde o principio
do teste descrito por Mosmann (1983) é inferir de forma indireta a viabilidade

celular pela atividade mitocondrial de células vivas.

O método consiste na reducdo do MTT, principalmente pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase, dando origem ao composto fomazan, de tonalidade azul

escura (Figura 11). Este método avalia células sobreviventes, uma vez que
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somente células vidveis sdo capazes de reduzir o MTT a formazan (MOURA,
2012).

Figura 11 - Reducédo do MTT a formazan.

Dehidrogenases
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Fonte: Adaptado de Moura (2008).

2.5.1 Linfécitos Humanos

Os linfocitos humanos sdo responsaveis pelas respostas imune adaptativas do
nosso organismo, sua funcdo é produzir anticorpos contra os antigenos que se
instalam. A producdo de Linfécitos T e B ocorre na medula 6ssea, mas o
amadurecimento destas ocorre em locais diferentes. Os linfécitos T migram para o
timo para o processo de selecdo e maturacéo, ja os linfocitos B permanecem na
medula Ossea para o processo de maturacdo. ApOs a maturacdo, os dois
linfécitos entram na circulagdo sanguinea e se direcionam aos locais de acdo
(MESQUITA JUNIOR, 2010).

Muitos estudos de citotoxidade in vitro tém sido realizados com estes tipos
celulares, isto porque este tipo de avaliacdo fornece informacgdes primarias sobre
0 potencial citotoxico da amostra. Como vantagens tém-se a facil obtencdo do
material (puncdo venosa) e a facilidade de isolamento, o que possibilita um

material praticamente livre de impurezas (CORREA, 2011).
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2.5.2 Sarcoma 180

O tratamento do cancer por terapias convencionais € o método mais conhecido e
utilizado atualmente, entretanto, podem causar efeitos colaterais adversos, além
da resisténcia aos farmacos por parte dos pacientes (BATISTA; MATTOS; SILVA,
2015; FERREIRA; NARDIM, 2017). Estes medicamentos podem prolongar a vida
do individuo em muitos anos, mas ndo necessariamente estardo ligados a uma
boa qualidade de vida poés-tratamento. Assim, torna-se importante o estudo dos
produtos naturais de forma multidisciplinar, para producdo de novas drogas que
visem os beneficios do tratamento sem efeitos colaterais exacerbados (CRAGG;
GROTHAUS; NEWMAN, 2009).

Uma das estratégias adotadas para o tratamento € a morte de células tumorais,
denominado apoptose. A apoptose é um fenbmeno bastante rapido onde se
percebe dentre outros pontos: a condensacéo da cromatina, perda de aderéncia a
matriz extra celular, fragmentacdo do DNA e formac&o de corpos apoptéticos
(ANAZETTI; MELO, 2007; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Assim, na descoberta de novos agentes para o combate de células cancerosas, é
comum a utilizacdo modelos celulares através de testes in vitro e in vivo. Um dos
modelos utilizados para este tipo de avaliacdo preliminar € o sarcoma 180,
também conhecido como tumor de Crocker, que foi descoberto em ratos albinos
machos em 1914 (FIGURA 12). Surgiu inicialmente na regido axilar e por isso
acreditava-se ser um tumor mamario, e por meio de transplantes sucessivos
(subcutaneo, intramuscular ou intraperitoneal) permanece inalterado até os dias
de hoje (FERREIRA, 2006).
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Figura 12 - Linhagem celular tumoral de Mus musculus: Sarcoma 180.

Fonte: Adaptado de Pita (2010).

Esta linhagem celular pode ser adquirida pelo Banco de células do Rio de Janeiro
sendo muito utilizada em testes in vitro ou in vivo, onde a manutencdo desta
variedade pode ser feita por cultura celular ou por inoculagdo em animais
(MOURA, 2012). Os testes in vitro podem direcionar a utilizacdo de produtos
naturais para o tratamento de cancer e a facilidade do teste, torna possivel avaliar
inUmeras amostras em pouco tempo, apresentando resultados preliminares

quando a citotoxicidade.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de diferentes condi¢cdes de processamento na composi¢ao

quimica, atividade antioxidante e acdo antiproliferativa de extratos etandlicos de

duas cultivares de Coffea arabica L..

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Avaliar por testes colorimétricos, os teores totais de taninos e flavonoides
de amostras de café ardbica submetido a diferentes condicbes de

processamento;

Quantificar, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
concentracdo de trigonelina e &cido clorogénico das amostras de café

arabica submetido a diferentes condi¢des de processamento;

Determinar a atividade antioxidante dos extratos etandlicos de frutos de
café ardbica submetido a diferentes condi¢des de processamento, por meio
de quatro métodos colorimétricos: DPPH, ABTS, FRAP e Atividade

quelante do Fe?*,

Avaliar a capacidade antiproliferativa dos extratos etandlicos de frutos de
café arabica submetido a diferentes condi¢cdes de processamento, por meio
do método do MTT, em linfécitos humanos e em células tumorais de

Sarcoma 180:;

Correlacionar as respostas observadas em cada uma das andlises e, inferir
sobre a utilizacdo do café, a fim de usufruir da melhor forma, de suas

propriedades que beneficiam a saude.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS FRUTOS E PRODUCAO DE EXTRATOS ETANOLICOS

As amostras de frutos de café gourmet foram gentilimente cedidas pelo Sr.
Elivelton de Oliveira, produtor de café do municipio de Santa Maria de Jetiba, no
Espirito Santo (19°58°'53.0’S 40°43'24.5"W). O proprietario € membro da
Cooperativa Agropecuaria Centro Serrana (COOPEAVI) e realizou a coleta e o
processamento das duas cultivares de café ardbica (Coffea arabica L.): Catuai
vermeho IAC 99 e Catucai amarelo 2SL, que foram avaliados apds serem
submetidos as diferentes condi¢cBes de processamento pds-colheita, totalizando
12 amostras que foram divididas em 3 grupamentos. Como se trata de um café
gourmet € importante ressaltar que os processos de producédo, processamento e

armazenamento sdo extremamente controlados.

As amostras de café cereja foram retiradas ainda na planta. As amostras de café
seco foram coletadas do local de armazenamento (tulha), passando
posteriormente pelo descascador, dando origem as amostras secas e piladas (3
amostras). E por fim, as torras foram feitas a partir de amostras secas e piladas
em torrador manual (6 amostras), submetidas a uma temperatura que variou de
150 a 180 °C, durante 13 e 17 minutos para as torras leves (torra 1) e médias

(torras 2), respectivamente.

Todas as amostras foram armazenadas em sacos plasticos e devidamente
identificadas. Como dito, as amostras foram organizadas em trés grupamentos,
sendo a cultivar Catuai vermelho IAC 99 dividido em dois subgrupos: Catuai
vermelho IAC 99 gourmet e Catuai vermelho IAC 99 Boia, este por sua vez, é
separado do café gourmet por possuir caracteristicas que diminuem a qualidade
da bebida, sdo cafés brocados e/ou atacados por fungos, por exemplo. Durante a
separacdo destes dois grupamentos, que se da por meio de um processo
hidraulico, o café considerado bdia, ira boiar literalmente na agua, sendo levado a
um compartimento diferente do café gourmet, como este Ultimo é mais denso,
tende a ficar no fundo da esteira, sendo carreado para outro compartimento. O

terceiro grupamento foi constituido pelas amostras da cultivar Catucai amarelo
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2SL, conforme ilustrado na Figura 13. A Figura 14 mostra o aspecto das amostras
secas e piladas dos trés grupamentos de café, antes do processo de torra. Os
cafés aqui avaliados sdo considerados de producédo especial, com excec¢ao do
Catuai vermelho IAC 99 Boia, que é uma selecdo pés-colheita do Catuai

Vermelho IAC 99, mas que também é utilizado para consumo.

Figura 13 - Amostras de duas cultivares de café ardbica provenientes de uma propriedade
particular em Santa Maria de Jetiba — Espirito Santo.

Catuai Vermelho IAC 99 Catucai Amarelo 25L
| CVCl | | CACI |
| CVCM |
l’ W W
CVSP CVBSP CASP
150s m:;/ ﬁ s 1B0°C 150 s 180°C 150 180°C 150 = 180°C 150 = 180°C
13 minuta Iminutos 13 minuto Tminutos 13 minum% 17minutos
[ cvii || cviz || cvert | | cverz || camt || camz |

CVCI: Catuai vermelho cereja imaturo; CVCM: Catuai Vermelho cereja maturo; CVSP: Catuai
vermelho seco e pilado; CVT1: Catuai vermelho torra 1; CVT2: Catuai vermelho torra 2; CVBSP:
Catuai vermelho bdia seco e pilado; CVBT1: Catuai vermelho bdia torra 1; CVBT2: Catuai
vermelho boia torra 2; CACI: Catucai amarelo cereja imaturo; CASP: Catucai amarelo seco e
pilado; CAT1: Catucai amarelo torra 1; CAT2: Catucai amarelo torra 2. Fonte: Elaborado pela
autora.

Figura 14 - Amostras de café na condicdo seca e pilada.

A B C
Catuai vermelho IAC 99 (A); Catuai vermelho IAC 99 béia (B); Catucai amarelo 2SL (C).
Fonte: Arquivo pessoal
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Para a producdo dos extratos etandlicos foi utilizado etanol absoluto (P.A), na
proporcao de 300 ml de etanol (P.A), para cada 100 g de café (3:1). Os frutos do
café, nas diferentes condicdes de processamento pds colheita, foram triturados
em liquidificador industrial e submetidos em processo de maceracdo em etanol,
por 5 dias, sendo revolvido ao menos uma vez por dia, durante este processo.
Posteriormente, os extratos foram filtrados e submetidos a rotaevaporacdo para

obtencao dos extratos brutos, que foram utilizados para as analises posteriores.

4.2 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para analise dos teores de flavonoides, seguiu-se o protocolo de Dewanto et al.
(2002), com modificagdes. Para o nitrito de sédio (NaNO2) a 5%, foram diluidos 5g
em 100 mL de &gua deionizada; para o cloreto de aluminio (AICls) a 10%, foram
diluidos 5g em 50 mL de Agua deionizada e para solugdo de NaOH 1mol.L?

(Sigma-Aldrich), foram diluidos 4g da substancia em 100 mL de agua deionizada.

As amostras de café foram previamente diluidas em &gua deionizada em
concentragdo Unica de 500 pg.mLt. A rutina (Sigma-Aldrich) foi utilizada como
padrao e diluida em metanol nas concentracdes sucessivas de 1.000; 500; 250;
125; 62,5; 31,2; 15,6 e 7,8 pg.mL:. Em um tubo Falcon de 15 mL foram
adicionados 1,5 mL da amostra, acrescentando-se 6 mL de agua deionizada e
450 pl de NaNO:2 e aguardou-se por 5 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 450 pl de AlICI3, mantido em repouso por mais um minuto. Apos isto,

foram acrescentados 3 mL de NaOH e 3,6 mL de 4gua deionizada.

O material foi submetido a agitacdo em vortex e as absorbancias foram lidas em
espectrofotometro (Biospectro) a 420 nm, com l|ampada de tunsgsténio,
adicionando-se trés mililitros da solugdo em uma cubeta de vidro, sendo todo o
processo realizado em triplicata. Os “brancos” das amostras também foram
preparados, e o metanol foi utilizado para a calibragcdo do aparelho. O calculo
para analise do teor de flavonoides foi feito por equivaléncia ao padrdo rutina, a
partir da curva de calibragdo do mesmo, por grama de massa seca da amostra

em mg.g™* com o auxilio do programa Microsoft Office Excel 2010.
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4.3 TEOR DE TANINOS TOTAIS

Para analise dos teores de taninos totais, seguiu-se o protocolo de Pansera et al.
(2003), com modificacbes. Para carbonato de sédio (Na2CO3s) 8%, diluiram-se 8g
em 100 mL de 4gua destilada. As amostras de café foram previamente diluidas
em éalcool etilico a fim de obter uma concentracéo final de 500 ug.mL. O Acido
tanico foi utilizado como padréo, nas concentracfes sucessivas de 1.000; 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 pg.mL™2.

Cada microtubo, com 500 ul de amostra, recebeu 500 ul do reagente Folin-Denis
e, em seguida, a mistura foi agitada e mantida em descanso por 3 minutos.
Posteriormente foram acrescidos 500 ul de carbonato de sodio a 8%, agitou-se e,
apos descansar por 2 horas, as amostras e o padrao foram centrifugados a 2.000
rpm por 5 minutos. 200 pl do sobrenadante foram retirados, sendo esta aliquota
colocada em microplaca para cultivo de células, em triplicata, com posterior leitura

em espectrofotdbmetro para microplaca ELISA (EPOCH) a 725 nm.

Os “brancos” das amostras, para eliminar a interferéncia da cor dos extratos,
também foram preparados, e o alcool etilico foi utilizado para a calibracdo do
aparelho. O calculo para analise do teor de taninos foi feito por equivaléncia ao
padrdo acido tanico a partir da curva de calibracdo do mesmo, por grama de
massa seca da amostra em mg.g? com o auxilio do programa Microsoft Office
Excel 2010.

4.4 ANALISE CLAE: ACIDO CLOROGENICO E TRIGONELINA

A quantificacdo de trigonelina e acido clorogénico foi realizada , gentilmente, pela
Prof2 Dr2 Damaris Silveira, com auxilio da biéloga Patricia Marques Rodrigues, do
Laboratério de Produtos Naturais da Universidade de Brasilia — UnB. As doze
amostras de café, de duas cultivares de café ardbica em diferentes niveis de
procesamento, foram diluidas em acetonitrila para alcancar a concentracao final
de 4 ug.mL, com excecdo da amostra CVSP (grupamento 1) que foi diluida na

concentragdo de 15 ug.mL?t. As andlises foram realizadas em CLAE-DAD em
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equipamento (Hitach) com coluna (LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18 e —
5 um) mantidas a 25°C com fluxo de 0,6 mL por minuto e tempo de andlise de 55

minutos.

Os comprimentos de onda foram 280nm e 272nm para acido clorogénico e
trigonelina respectivamente. Os eluentes utilizados para analise estdo
apresentados na Tabela 2, sendo estes: solucdo a 1% de acido fosforico na
bomba A e acetonitrila na bomba B em sistema de eluicdo por gradiente. Para tal

foi seguido o protocolo de Fonseca (et al., 2014), com modificacdes.

Tabela 2 — Gradiente de eluicdo para andlises por CLAE na deteccdo de
trigonelina e acido clorogénico.

Solugao de acido

Tempo em minutos Acetonitrila
fosforico a 1%
0 90 10
40 70 30
a0 a0 a0
51 80 10
b 80 10

Fonte: Dados da pesquisa.

Os compostos presentes no extrato foram identificados através de comparacdes
com seus espectros UV-Vis e do tempo de retencdo com os padrdoes comerciais:
cloridrato de trigonelina (Sigma-Aldrich) e acido clorogénico (Sigma-Aldrich).Para
o célculo da concentracdo em pg.mL* foi utilizada a curva de calibracdo de cada
padrdo, através da regressao linear dos valores, operados no programa Microsoft
Office Excel 2010.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os ensaios antioxidantes foram avaliados por quarto diferentes métodos
colorimétricos bastante conhecidos na literatura (DPPH, ABTS, FRAP e Atividade
quelante do Fe?*), sendo realizados de modo inteiramente casualizado no préprio

laboratério.
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45.1 Ensaio DPPH

Para a realizacdo do Ensaio DPPH, seguiu-se o protocolo de Rufino et al.
(2007a), com modificagdes. Dissolveram-se 120 mg do reagente DPPH 0,3mM
(Sigma-Aldrich) em 100 mL de &lcool metilico. Em uma placa para leitora Elisa,
foram adicionados 100 pl das amostras de café, previamente dissolvidas em
metanol e nas concentracdes sucessivas de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62 e 7,81 pg.mL?, em triplicata. Adicionaram-se 200 ul do reagente DPPH
0,3mM e apds 30 minutos, com o material coberto e em auséncia de luz, foi feita a
leitura em espectrofotdbmetro para microplaca Elisa (EPOCH), para a avaliacdo da
absorbancia a 517nm. O &cido ascorbico diluido em diferentes concentracdes
(1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 mL™?) foi utilizado como padrédo
para comparacgao da atividade. O controle da reacao e os “brancos” das amostras,
para eliminar a interferéncia da cor dos extratos, também foram preparados e o
alcool metilico foi utilizado para a calibracdo do aparelho. Os calculos para

avaliacdo da atividade antioxidante (AA%) foi baseada na seguinte equagéo (1):

%AA = {[AbScontroIe - (AbSamostra - AbSbranco)] X 100} | AbScontrole

Onde: Abscontrole = absorbancia da solucdo metandlica do DPPH; AbSamostra =
absorbancia da amostra; AbSbranco = absorbancia do branco da amostra. Os
valores foram expressos em ECso (ug.ml?), através da regressdo linear dos

valores operados no programa Microsoft Office Excel 2010.

45.2 Ensaio ABTS

Para a realizacdo deste teste, seguiu-se o protocolo de Rufino et al. (2007b),
como modificagbes. Para tanto, dissolveram-se 96 mg de ABTS 7mM (Sigma-
Aldrich) em 25ml de agua destilada e 189,2 mg de persulfato de potassio 140mM
(Sigma-Aldrich) em 5ml de 4gua destilada. O preparo do radical ABTS™ originou-
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se da mistura de 5ml da solucdo de ABTS 7mM e 88 pl da solugcdo de persulfato
de potassio 140mM. Apds 16 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz,
foi adicionado alcool etilico a solucédo, a fim de obter uma absorbéancia de 0,70nm
+0,05nm a 734nm.

Em uma placa para leitora Elisa, foram adicionados 40 ul das amostras de cafe,
previamente dissolvidos em alcool etilico nas concentracdes sucessivas de 1.000;
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 ug.mL?, em triplicata. Adicionaram-se
200 pl do reagente ABTS'+ e apds 6 minutos, foi feita a leitura em
espectrofotometro para microplaca Elisa (EPOCH) para avaliar a absorbancia a
734 nm. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (Sigma-
Aldrich), diluido na concentracdo de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e
7,81 pg.mLt em alcool etilico, foi utilizado como padrdo para comparacdo da
atividade. O controle da reacéo e os “brancos” das amostras, para eliminar a
interferéncia da cor dos extratos, também foram preparados e o alcool etilico foi
utilizado para a calibracdo do aparelho. Os calculos para avaliacdo da atividade
antioxidante (AA%) foi baseada na equacao 1. Os valores foram expressos em
ECso (ug.ml?), através da regresséo linear dos valores operados no programa
Microsoft Office Excel 2010.

4.5.3 Ensaio FRAP

Para o teste, seguiu-se o protocolo de Rufino (et al., 2006) com modificacdes. O
reagente FRAP foi obtido a partir da combinacdo de 25 ml de tampao acetato
0,3mM, 2,5 ml de solugcdo de TPTZ 10mM (Sigma-Aldrich) e 2,5 ml de solucéo
aquosa de cloreto férrico 20mM (Sigma-Aldrich). Em microtubos de 2 mL foram
adicionados 30ul das amostras de café, previamente diluidas em alcool metilico
nas concentragdes sucessivas de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81
ug.mLt, em triplicata. Junto aos microtubos foram adicionados 90 pl de agua
destilada e 900ul do reagente FRAP.

Esta solucéo ficou incubada por 30 minutos & 37°C, e apds isto foi adicionado

250ul desta solugdo em microplaca para leitora Elisa. A leitura foi realizada em
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espectrofotometro para microplaca Elisa (EPOCH) a 595 nm onde o aumento da
absorbancia indica poder redutor presente na amostra (OU et al., 2002). FeSOa,
diluido na concentracao de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 ug.mL"

1, em alcool metilico, foi utilizado como padréo para comparacéo da atividade.

O controle da reagédo e os “brancos” das amostras, para eliminar a interferéncia
da cor dos extratos, também foram preparados e o alcool etilico foi utilizado para
a calibracdo do aparelho. Os calculos para avaliacdo da atividade antioxidante

(AA%) foi baseada na seguinte equacéao (2).

%AA = {[(AbSamostra — AbSbranco) - AbScontrole] X 100} / AbScontrole

Onde: Abscontrole = absorbancia da solucdo metandlica do DPPH; AbSamostra =
absorbancia da amostra; AbsSbranco = absorbancia do branco da amostra. Os
valores foram expressos em ECso (ug.ml?), através da regressdo linear dos

valores operados no programa Microsoft Office Excel 2010.

4.5.4 Atividade quelante do Fe?*

Para o teste, seguiu-se o protocolo de Tang (et al., 2002), com modificacfes.
Dissolveram-se 2,5 mg de FeSO4 2mM e 24,6 mg de Ferrozina 5mM (Sigma-
Aldrich), ambos em 10 ml de 4gua destilada, separadamente. Em microtubos de 2
ml foram adicionados 250ul das amostras de café, previamente diluidas em alcool
etilico nas concentracdes sucessivas de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62
e 7,81 ug.mL™.

Aos microtubos foram adicionados 900 pl de agua deionizada, 25 ul de FeSOa4
2mM e 50 ul de Ferrozina 5mM. A solucao foi submetida a agitagcdo em vortex e,
apos 10 minutos foram adicionados 250 pl desta solucdo em microplaca para
cultivo de células, sendo feita leitura em espectrofotdmetro para microplaca ELISA
(EPOCH) a 595 nm, em triplicata. EDTA (Sigma-Aldrich), diluido em agua
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destilada, foi utilizado como padrdo para comparacdo da atividade, também em
diluicdes sucessivas de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25;15,62 e 7,81 pug.mL™*

em alcool etilico.

O controle da reagédo e os “brancos” das amostras, para eliminar a interferéncia
da cor dos extratos, também foram preparados e o alcool etilico, foi utilizado para
a calibracdo do aparelho. Os calculos para avaliacdo da atividade quelante (AQ%)
foi baseada na equacédo 1. Os valores foram expressos em ECso (ug.ml?), através
da regressao linear dos valores, operados no programa Microsoft Office Excel
2010.

4.6 VIABIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA (MTT)

4.6.1 Viabilidade celular — Linfécitos humanos

Antes do inicio do ensaio de viabilidade celular das amostras, se fez necessario o
isolamento dos linfécitos humanos de sangue periférico. A coleta foi realiza com
consentimento prévio e preenchimento de formulario préprio (APENDICE A). O
voluntario possuia 28 anos, sendo saudavel, sem exposicao a radiacao recente,
ndo usuario de entorpecentes, e sem ingestao de alcool nos ultimos 30 dias. O
isolamento de linfocitos se deu pelo método tradicional no gradiente Ficoll®
Paque Plus (GE-Healthcare), segundo o préprio fabricante, com modificacdes e,
com autorizacdo do Comité de Etica Humano da Universidade Federal do Espirito
Santo pelo Processo de N° CAAE 71093016.6.0000.5542 (ANEXO A).

Apés a coleta de 10 ml de sangue periférico humano com o auxilio de uma
seringa estéril, o sangue foi colocado em um tudo de ensaio com heparina
(anticoagulante e diluido em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril na proporcdo de
volume 1:1. Em novos tubos de ensaio foram adicionados 3 ml de Ficoll® Paque
Plus e 4 ml do sangue diluido, tomando cuidado para ndo misturar. Os tubos
foram centrifugados (Hemrle Z-326) a 200 rcf por 30 minutos e o halo de linfocitos
foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril. Em um

novo tubo de ensaio foram adicionados os linfocitos isolados com solugéo salina
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na propor¢cao de volume 1:1 e homogeneizado gentilmente. O tubo foi entdo
centrifugado a 500 rcf por 30 minutos e o sobrenadante foi retirado com cuidado.

Foi avaliada a concentracdo das células viaveis pelo método de exclusdo com
Azul de Tripan, onde diluiram-se 30 pl das células em 20 pl de Azul de Tripan. A
contagem das células foi realizada com o auxilio da cadmara de Neubauer. Apos
isto, diluiram-se a células com meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado a 10% de

Soro Fetal Bovino (Cultilab) a fim de alcancar a concentracéo final de 2x10°.

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa das amostras, foram adicionadas a
microplaca para cultivo de células, 100 pl das células viaveis de linfécitos
humanos diluidas, sendo em seguida incubadas em estufa de CO2 para cultivo de
células por 24 horas a 37°C e a 5% de CO2. Apés este periodo, as células foram
tratadas com as amostras de café diluidas em agua deionizada estéril nas
concentragbes de 1.000; 500; 100; 50 e 25 pg.mlt, com 2% de DMSO

(Dimetilsulféxido), sendo incubadas por mais 48h horas nas mesmas condicdes.

Ao término da incubacédo as placas foram centrifugadas a 860 rcf por 10 minutos,
sendo posteriormente invertidas para retirada do sobrenadante. Foi adicionado 40
ul de MTT a 0,25 mg.mlt (Sigma-Aldrich), diluido em PBS, em cada poco. As
placas foram novamente incubadas a 37°C e a 5% de CO2z por 4 horas. No
término desta incubacao as placas foram centrifugadas a 860 rcf por 5 minutos
tendo o sobrenadante descartado. Foram adicionados 100 yl de DMSO, sendo
gentilmente agitado para solubilizacdo dos cristais de formazan formados, para
posterior leitura em espectrofotdbmetro para microplaca ELISA (EPOCH) a 630
nm, em triplicata. O controle também foi preparado, de modo a auxiliar na
avaliacdo da atividade das amostras. Os calculos para avaliacdo da viabilidade

celular (VC%) foi calculada pela seguinte equacéo (3):

VC% = (AbSamostra / AbScontrole) X 100

Onde: Abscontrole = absorbancia das células ndo tratadas; AbSamostra = absorbancia
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da amostra. Os dados foram expressos em gréaficos através da regressao linear
dos valores, operados no programa Microsoft Office Excel 2010.

4.6.2 Viabilidade celular — Sarcoma 180

A Linhagem Sarcoma 180 (S-180), foi adquirida junto ao banco de células do Rio
de Janeiro. As células foram incubadas em camundongos da espécie Mus
musculus com autorizagdo do Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA/UFES) pelo processo de numero 89/2015 (ANEXO B). Com a retirada das
células, a viabilidade celular foi estimada com o auxilio do Azul de Tripan, onde
diluiram-se 30 pl de células em 20 ul de Azul de Tripan. A contagem das células
foi realizada com o auxilio da camara de Neubauer. Apos isto, dilui-se a células
com meio RPMI-1640 (Cultilab) suplementado a 10% de Soro Fetal Bovino a fim

de alcancar a concentracgéo final de 1x106°.

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa das amostras, foram adicionadas a
microplaca para cultivo de células 100 pl das células viaveis de S-180 diluidas,
sendo em seguida incubadas em estufa de CO2 para cultivo de células por 24
horas a 37°C e a 5% de CO2. Apés este periodo as células foram tratadas com as
amostras de café diluidas em agua deionizada estéril nas concentracdes de
1.000; 500; 100; 50 e 25 pg.mlt, em triplicata, sendo incubadas por mais 48h
horas nas mesmas condi¢cdes. Ao término da incubacdo as placas foram
centrifugadas a 860 rcf por 10 minutos, sendo as placas invertidas para retirada
do sobrenadante. Foi adicionado em cada poc¢o 40 ul de MTT a 0,25 mg.ml?
(Sigma-Aldrich), diluido em PBS estéril, sendo as placas novamente incubadas a
37°C e a 5% de CO? por 4 horas.

Ao término da incubagéo, as placas foram novamente centrifugadas a 860 rcf por
5 minutos tendo o sobrenadante descartado. Foram adicionados 100 ul de DMSO,
sendo gentilmente agitado para solubilizacdo dos cristais de formazan formados,
para posterior leitura em espectrofotdbmetro para microplaca ELISA (EPOCH) a
630 nm. O controle negativo também foi preparado, de modo a auxiliar na

avaliacdo da atividade das amostras. Os calculos para avaliacdo da viabilidade
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celular (VC%) foi baseado na equacado 3. Os dados foram expressos em graficos
através da regressao linear dos valores, operados no programa Microsoft Office
Excel 2010.
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5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram feitas pelo programa ASSISTAT 7.7 (SILVA,
AZEVEDO, 2016) através da analise de variancia (ANOVA), seguida da
comparacdo de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(p<0,05) para avaliar se havia diferenca entre os tratamentos. A correlacdo de
Pearson foi realizada com o auxilio do programa XLSTAT (Software adicional do

Programa Microsoft Office Excel).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE COLORIMETRICA: Flavonoides e Taninos

A avaliacdo dos teores de taninos e flavonoides, foram obtidos por equivaléncia
as curvas de calibracdo (APENDICE B) da rutina, para flavonoides e, do &cido

tanico, para taninos, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Concentracéo de taninos e flavonoides (mg.g') de duas cultivares do
café arabica, Catuai Vermelho IAC 99 e Catucai amarelo 2SL, em diferentes
niveis de processamento pos-colheita.

AMOSTRA Tan_i1nos Flavor_':oides
(mg.g ) £EP (mg.g ) £EP

CVCl 152,20 &+ 223 244 85% + 037
CVCM 193,09° + 349 178.18° = 1,40
CVSP 169.42° + 2,54 135597 + 294
CVT1 144 20%° &+ 558 50,228+ 096
CVT2 51877 = 122 6114 + 056
CVBSP 159317 + 435 69117 + 055
CVBT1 121.09° = 0.74 6522 + 386
CVBT2 50,53 = 0.89 89,29 :+ 388
CACI 125,645 = 472 160,77 =+ 273
CASP 384.42° = 308 23374 = 0,21
CAT1 226.31° = 174 102,62 + 182
CAT2 7379 + 250 54487 1 130

Os valores estdo expressos em média + EP (n=3); EP: Erro Padrdo; &9 Infere diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, ANOVA, Teste Tukey (p < 0,05).

O interesse quanto aos compostos bioativos, de modo geral, esta relacionado aos
seus mecanismos de acdo, 0S quais 0s capacitam a atuar como antioxidantes e
na modulacdo da expressao de genes responsaveis pela producdo de enzimas

envolvidas nos mecanismos de protecao celular (BASTOS, 2009).

A Tabela 3 mostra as variacbes observadas nos teores totais de taninos nos
diferentes grupamentos e condigcbes de processamento. O grupamento 3

apresentou o maior teor de taninos, na amostra Catucai amarelo seco e pilado
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(CASP = 384,42 mg.g?), seguida de sua condicdo de torra leve CAT1 (226,31
mg.gt). De modo geral, para todas as condi¢Ges secas e piladas (CVSP, CVBSP
e CASP) obtiveram teores maiores em relacdo as suas condicdes de torra
correspondentes, as quais apresentaram perda gradativa na medida em que
houve o prolongamento do tempo de torrefacdo. Apenas a amostra Catuai
vermelho torra 1 (CVT1), de torra leve, se manteve estavel em relacdo a sua
condicdo seca e pilada, mas apresentando queda dos teores, quando em torra
meédia (CVT2).

CUONG e colaboradores (2014) encontraram resultados semelhantes aos aqui
apresentados quando avaliaram os teores de taninos, em café robusta. Os cafés
verdes (equivalentes aos secos e pilados do presente estudo) apresentaram
maiores teores dessa classe de compostos, onde foi observada uma queda
gradativa a medida que o processo de torra ocorria.

Kim, Silva e Jung (2011) avaliaram o processo de hidrdlise térmica do acido
tanico durante o aquecimento em reator fechado, condicionado as temperaturas
de 65, 100, 150 e 200°C. Os autores quantificaram &cido galico e pirogalol,
produtos da hidrélise do acido tanico, e observam o aumento destes compostos a
150°C, confirmando que o processo de hidrélise com o aumento da temperatura.
Ainda neste estudo, os autores constaram que a hidrélise térmica promoveu o

aumento da atividade antioxidante do acido tanico processado.

Da condicdo imatura para matura do grupamento 1 (CVCI e CVCM
respectivamente), é possivel observar um ligeiro aumento nos teores totais de
taninos, na condicdo matura. No grupamento 3 nado foi possivel fazer esta
comparacao, uma vez que se tem apenas a condicao imatura do Catucai amarelo
2SL (CACI). Apesar dos resultados aqui observados, Rosseti (2007) apresentou,
em seus estudos, resultados diferentes quando avaliou os teores de compostos
fendlicos totais, na casca e sementes de café, durante as etapas do
amadurecimento dos frutos. Este autor observou um declinio nos teores de
compostos fendlicos da casca, quando ocorreu o0 amadurecimento do café cereja
e inferiu que isto ocorreria devido a oxidagdo destes compostos, que S&o

responsaveis pela coloragcéo caracteristica apos o amadurecimento.
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Os flavonoides encontrados no café expressaram maiores teores nas amostras
Catuai vermelho cereja imaturo (CVCI) e Catucai amarelo seco e pilado (CASP),
com concentragbes de 244,85 mg.g*' e 233,74 mg.gl, respectivamente. A partir
dos cafés secos e pilados, o processo de torrefacdo ndo necessariamente levou a
uma queda drastica dos teores de flavonoides. Em algumas amostras, como a
torra leve e média do grupamento 3 (CAT1 e CAT2), é possivel observar essa
perda gradativa. Enquanto, no grupamento 1, para as mesmas condi¢cées (CVT1
e CVT2), o teste revelou um aumento significativo deste conteudo. E no
grupamento 2, também nas mesmas condigcbes (CVBT1 e CVBT2) ndo foram
observadas alteragbes significativas. Tais observacgbes indicam uma variagcédo

entre os cafés especiais e bdia, aqui avaliados.

Nos cafés cereja avaliados houve uma variacdo significativa dos teores de
flavonoides, mostrando o decaimento dos seus valores da condi¢cdo imatura para
a matura (CVClI e CVCM, respectivamente). Na avaliacdo de cafés Catuai
vermelho, na condicdo verde, verde cana, cereja e passa, Costa (2015) avaliou o
teor de flavonoides e observou que cafés cerejas e verdes eram semelhantes
guanto aos teores de flavonoides (3,31 0,03 g.100g? b.s e 3,28 + 0,05 g.100g™*
b.s, respectivamente), ja os cafés cerejas e verde-cana apresentaram diferencas
significativas (3,31 + 0,03 g.100g* b.s e 3,01 £ 0,13 g.100g* b.s, respectivamente),
mesmo com baixa flutuacdo. Apesar de observar diferenca significativa entre as
condicbes cereja e verde cana, 0 autor mostra uma maior concentracdo de
flavonoides, em cafés cerejas maturos e verdes. Ja no presente estudo, os cafés
cerejas imaturos, que englobam as condi¢cdes verde e verde-cana, sdo 0s que
apresentam os maiores teores, concentracdes que decrescem quando o café esta

na condigc&o cereja maturo.

No trabalho de Moreira (2013), ao avaliar extratos etanélicos de café arabica
verde e torrado (torra média), observou o aumento dos flavonoides da condigcéo
verde para torrada, assim como em um dos grupamentos citados no presente
estudo. Entretanto, ao avaliar outros compostos, como acido clorogénico,
trigonelina e cafeina, observou-se gque no teste antioxidante o café verde possuia
um resultado mais satisfatorio, sendo melhor, inclusive, em relacdo aos padrbes

de comparacdo. Estes resultados levaram o autor a sugerir que o café verde
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possui melhores beneficios, quando comparado ao café torrado. Segundo Wang
e Ho (2009), os flavonoides presentes no café sao principalmente os da classe de
flavondis e estdo em maior concentracdo em cafés verdes, quando comparados

as suas condicdes de torra.

No trabalho de Hecimovic e colaboradores (2011), que avaliou cafés ardbica e
conilon na condicdo verde e em trés niveis de torra, foi observado um ligeiro
aumento dos teores de flavonoides, nas torras leves e médias e uma diminuicédo
na torra forte, para a maioria dos cultivares avaliados. Neste mesmo estudo, 0s
pesquisadores avaliaram o conteddo de uma classe individual de flavonoides
(flavan-3 ol) e observaram uma baixa concentracdo desta substancia em cafés
verdes, mas um aumento deste composto em cafés de torra clara e média. Esses
autores sugerem que este aumento pode estar relacionado as reacfes de
Maillard. Assim, o aumento observado no grupamento 2, apdés o café ser

condicionado a torra, pode ser explicado pelo mesmo mecanismo.

6.2 QUANTIFICACAO DE ACIDO CLOROGENICO E TRIGONELINA ATRAVES
DE CLAE

O &cido clorogénico e a trigonelina, presentes no café, trazem beneficios aos
seus consumidores e, comumente, estdo presentes em maior concentragdo nos
cafés secos e pilados, ou seja, aqueles que ndo passaram pelo processo de torra
(FARAH, 2008; MOREIRA et al., 2014).

Para o processo de quantificagcdo por meio do uso da CLAE, a definicdo do
comprimento de onda das amostras foi baseada nos maximos de absor¢do dos
padrées. Assim para o acido clorogénico, a deteccdo foi a 280 nm e para a
trigonelina foi a 272 nm. As Figuras 15 e 16 mostram o cromatograma, espectro

de absorcao e a estrutura quimica de cada um dos padrdes utilizados.
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Figura 15 - Cromatograma obtido por CLAE através do padrao cloridrato de trigonelina.
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Padréo cloridrato de trigonelina na concentragéo de 100ug.ml-1 (A); Espectro de absorcéo obtido
por CLAE através do padrdo cloridrato de trigonelina (B); Estrutura quimica cloridrato de
trigonelina (C). Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 16 - Cromatograma obtido por CLAE através do padréo &cido clorogénico
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Padrao do acido clorogénico na concentragcdo de 100ug.ml-1 (A); Espectro de absor¢éo obtido por
CLAE através do padréo acido clorogénico (B); Estrutura quimica acido clorogénico (C).
Fonte: Arquivo pessoal.

Apos as leituras dos padroes em diferentes concentracdes (10; 25; 50; 75 e 100
ug.mL1), foi possivel construir uma curva de calibragdo para cada um dos
padrées usados, por meio de regressao linear (Figuras 17 e 18). Utilizando as
equacdes originadas em cada reta, calculou-se a concentracao de cada composto

nas amostras de café em ug.mlt (Tabela 4).
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Figura 17 - Curva de calibracdo do padrao trigonelina a 272 nm em analise por CLAE.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 18 - Curva de calibracao do padrédo acido clorogénico a 280 nm em andalise por CLAE.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O cromatograma e o0 espectro de sobreposicdo das amostras com o padréo,
também estdo reproduzidos para a trigonelina (Figura 19) e o acido clorogénico
(Figura 20), sendo apresentada também, a tabela com o padrdo de similaridade
das amostras com seus respectivos padrbes (Tabela 5). Os demais
cromatogramas, que identificaram a presenca dos compostos de interesse,
encontram-se no APENDICE C.
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Figura 19 - Cromatograma (CLAE), a 272 nm, do extrato etandlico da amostra “Catucai amarelo
2SL torra 17 (CAT1).
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Tempo de retencao de 2,74 minutos correspondente a presenca de trigonelinal (A); Sobreposicédo
dos espectros de absor¢cdo no pico representativo da trigonelina de uma solucdo padrdo de
referéncia (a) e da amostra CAT1 (b) (B). Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 20 - Cromatograma (CLAE), a 280 nm, do extrato etanodlico da amostra “Catucai amarelo
2SL seco e pilado” (CASP).
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Tempo de retencdo de 14,36 minutos correspondente a presenca de acido clorogénico? (A);
Sobreposicao dos espectros de absorcdo no pico representativo do &cido clorogénico de uma
solucdo padréo de referéncia (a) e da amostra CASP (b) (B). Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4 — Concentracéo de trigonelina e acido clorogénico (ug.mlt) contidos nas
amostras de café.

AMOSTRA Acido clorogénico Trigone!ina
[ug.mi”] [pg.ml]
CvCl 146,42 55,45
CWVCM 103,32 70,26
CVSP 20,84 35,63
CVT1 nd 13,53
CWT2 nd 11,11
CVBSP 12,15 nd
CVBT1 nd nd
CVBT2 nd nd
CACI 189,26 90,47
CASP 192,85 86,27
CAT1 047 27.79
CAT2 nd 19,06

nd: ndo detectado

Tabela 5 — Padréo de similaridade das amostras, com os padrdes de trigonelina e
acido clorogénico, contidos nas amostras de café.

AMOSTRA Acido Clorogénico Trigonelina
CV(Cl 0,99 0,99
CVCM 0,99 0,99
CVSP 0,99 0,99
CVT1 nd 0.99
CVT2 nd 0,97
CVBSP 0,99 nd
CWVBT1 nd nd
CVBT2 nd nd
CACI 0,99 0,99
CASP 0,99 0,99
CAT1 0,99 0,99
CAT2 nd 0,99

nd: ndo detectado



60

Os &cidos clorogénicos (ACG’s) sao conhecidos, principalmente, pelo seu
potencial antioxidante e, no café, colabora com a sintese de compostos que, ap6s
0s processos de torrefacdo, serdo responsaveis pelos aspectos caracteristicos da
bebida como a cor, o sabor e o cheiro (ROSSETI, 2007; MOREIRA et al., 2015).
O café verde é conhecido por possuir as maiores concentracfes deste composto,
entretanto, os processos de torra promovem sua degradag&o ou incorporagdo na
formacado de novos compostos bioativos, principalmente pelas reacdes de Maillard
(LIU; KITTS, 2011).

No presente estudo, € possivel observar que entre 0os grupamentos houve uma
diferenca quanto a presenca de ACG’s. A quantificacdo realizada mostra que o
grupamento 3, pertencente ao Catucai amarelo 2SL, revela maiores
concentracbes de ACG’s, nas amostras CACI e CASP, que passam a decair de
forma gradativa a medida que passaram pelo processo de torrefacdo, chegando a
aproximadamente 5% da concentracdo inicial, quando submetido a torra leve
(CAT1), e perda total na torra média (CAT2). O trabalho de Abrahao et al. (2010)
corrobora com o presente estudo, ao avaliar duas padrbes de bebida de café
arabica (rio e mole) em grdos de cafés verdes e torrados. Naquele estudo, os
resultados indicaram que durante os processos de torrefacdo ocorre uma reducao
drastica de ACG’s. O trabalho de CHO et al. (2014) avaliou a flutuagdao de ACG’s
no café arabica e em cinco condi¢des: verde e torras: leve, média escura e muito
escura, nos tempos 9, 11, 13 e 16 minutos a 240°C. Esses pesquisadores
obtiveram resultado com comportamento similar aos aqui apresentados, uma vez
gue observaram decréscimo de ACG’s a medida que se prolongava os niveis de

torra, corroborando a percepc¢ao de sensibilidade dos ACG’s ao aquecimento.

Ja o trabalho de Hec€imovi¢ e colaboradores (2011) ndo corroboram esta ideia,
uma vez que observaram para a maior parte das variedades por eles avaliadas,
um aumento de ACG’s na torra mais branda, que investigaram esse parametro
em quatro variedades de café arabica e conilon, distribuidas em café verde e o

café torrado em trés niveis distintos.

De modo geral, estudos anteriores mostram uma diminuicdo de ACG’s quando o

s

café é condicionado a processos de torra, entretanto, outros aspectos sao
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observados. Por exemplo, Kamiyama (2015), em estudos com amostras
comerciais de café, percebeu que os produtos do acido clorogénico, formados a
partir a torra, tendem a sofrer uma diminuicdo das concentracdes de ACG’s
durante o aquecimento e, ainda, relaciona este evento a uma potencializacdo da
atividade antioxidante. Vignoli e colaboradores (2013) inferem que 0S processos
de torra podem diminuir a presenca de ACG’s em cafés arabica e conilon, mas
inverso a esta diminuicdo, eles observaram o aumento do nivel de melanoidinas,
provavelmente, resultado das reacdes de Maillard. As melanoidinas também
podem exercer fung¢des bioldgicas importantes, como atividade antioxidante, isto
porque os ACG’s, assim como outros compostos fenodlicos, quando n&o séo
totalmente degradados, podem se incorporar a estas novas estruturas (NICOLI,
1997; BEKEMAN, 2008). O presente estudo, no entanto, ndo pode atestar o
percentual de ACG’s que foram incorporados as melanoidinas, ou ainda, que
contribuiu para os aspectos sensoriais da bebida, uma vez que esta avaliacdo néo

foi realizada.

Nas amostras nos grupamentos 1 e 2 observa-se a presenca de acido clorogénico
em maiores concentracées nos cafés cerejas do grupamento 1 (CVCI e CVCM).
Houve também, a observacdo do decaimento desta presenca no café seco e
pilado (CVSP), visto que esta observacdo pode estar relacionada ao fato destes
cafés ndo fazerem parte do mesmo ciclo de colheita. Portanto, € possivel que a
degradacdo observada do CVCM para o CVSP ndo ocorra (Tabela 4). E possivel
ainda que a presenca dos ACG’s nao sofra grande alteracdo durante o processo

de secagem por via seca a partir de amostras maturas do café cereja.

No café “bdia”, o café seco e pilado (CVBSP), apresenta uma menor
concentracdo de &cido clorogénico, e assim como nos outros grupamentos,
também é reduzida apds a torra. Como os ACG’s estdo envolvidos, dentre outras
funcBes, com aspectos relacionados a qualidade do café, € possivel que a

diminuicdo deste composto contribua com a perda de qualidade da bebida.

Apesar das variagbes observadas, os cafés secos e pilados, que foram os que
possibilitaram uma melhor comparacdo, mostram um comportamento que permite

ordena-los da seguinte maneira, quanto a presenca de &acido clorogénico:
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CASP>CVSP>CVBSP. Farah et al. (2006) relacionaram fatores genéticos, de
espécies e variedades, graus de maturacdo, além das préaticas agricolas, na
determinacdo da composicdo de acidos clorogénicos do café, estes aspectos

podem assim explicar as variagdes observadas no presente estudo.

Apesar de seus beneficios, pouco se conhece sobre a biodisponibilidade de
acidos clorogénicos no organismo humano. No trabalho de Farah e colaboradores
(2008), foi avaliada essa biodisponibilidade em plasma e urina de 10 individuos
adultos a partir de uma preparagéo hidroalcodlica de café verde descafeinado,
transformado em capsulas de 170mg, para ingestdo. Esses estudos mostraram
que o0s principais compostos oriundos da degradacdo dos ACG’s foram
encontrados no material analisado, indicando serem substancias altamente

absorvidas e metabolizadas por seres humanos.

A variacdo das concentracfes da trigonelina nos diferentes grupamentos e niveis
de processamento foi outro ponto abordado no presente estudo. No trabalho de
Koshiro et al. (2006) foi avaliada a biossintese de trigonelina em gréos de café
arabica e robusta e os autores observaram que a atividade biossintética é maior
no pericarpo do que nas sementes, mas em se tratando de frutos maduros
observaram uma maior concentracdo desse composto em sementes, sugerindo
uma transferéncia da trigonelina do pericarpo para a semente a medida que o0s

frutos amadureciam.

A degradacao da trigonelina, que ocorre durante o aquecimento e por processos
de desmetilacdo e descaboxilacdo, também origina pirréis e piridinas que estdo
relacionadas ao “flavor” da bebida. Além disto, também €& responsavel pela
producdo de niacina (vitamina B3), que participa de processos do metabolismo
energético (MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999 NOGUEIRA; TRUGO, 2003;
ABRAHAO, 2008; ANDRADE, 2009).

Conforme apresentado na Tabela 4, é possivel observar uma variacdo dentro dos
grupamentos, onde o grupamento 3, que é pertencente ao Catucai amarelo 2SL,
apresenta os maiores teores dos compostos de interesse, nas amostras CACI

(90,47 pug.mlt) e CASP (86,27 pg.ml?), apresentando uma maior degradacdo a
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medida que o tempo de torrefacdo aumentava. O mesmo comportamento foi
observado nas amostras do grupamento 1, Catuai vemelho IAC 99. Casal,
Oliveira e Ferreira (2000) observaram uma resposta semelhante, ao avaliarem
cafés conilon e arabica. Sendo observado que no café aradbica, a maior
concentracdo de trigonelina foi encontrada em cafés verdes 0,89 g.100g7?,
decaindo a medida que passava pelo processo de torra, chegando a 0,05 g.100g™.
Outra observacdo do mesmo estudo foi a de que durante a degradacdo da
trigonelina havia o aumento do acido nicotinico (outra denominacéo da vitamina
B3), mas que o aumento do tempo de torra, ainda que em uma mesma
temperatura, também promovia sua degradacdo, demostrando que uma torra

mais acentuada poderia suprimir os beneficios provenientes da torrefacéo.

Entretanto, Wei e Tanokura (2014), ao avaliarem cafés conilon e arabica de
diferentes localidades, observaram que a torra clara promoveu o aumento nas
concentracfes de trigonelina. Contudo, para a maioria dos relatos da literatura, é
comum a informacdo de que ha maior concentracdo de trigonelina em cafés
verdes, com perdas durante o processo de torrefacdo (MONTEIRO; TRUGO,
2005; ZHOW; CHAN; ZHOU, 2012; MOREIRA, 2013), assim como observado no

presente trabalho.

No grupamento 3, Catuai vermelho IAC 99 “bdia”, ndo foi detectada a presenca
da trigonelina. Como este composto contribui para a qualidade da bebida final,
justifica-se aqui a sua auséncia nos cafés “bdia”, pois normalmente eles séo
considerados cafés de baixa qualidade (SANTOS; CHALFOUN; PIMENTA, 2009).

6.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nos ultimos anos houve o aumento do interesse por produtos naturais que
possuissem componentes quimicos com atividade antioxidante. Agentes
sintéticos com esta capacidade tém perdido seu espaco devido a suspeita de
promover a carcinogénese, ja de origem natural, provenientes principalmente de
plantas, tem auxiliado da prevenc¢do do estresse oxidativo em células vivas (LIMA
et al., 2010; CHO et al., 2014).
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A atividade antioxidante de duas cultivares de café arabica — Catuai vermelho IAC
99 e Catucai amarelo 2SL foram mensuradas por quatro testes in vitro: DPPH,
ABTS, FRAP e Atividade Quelante do Fe?*. Os resultados estéo apresentados na
Tabela 6, por ECso, na forma de média e erro padréo (EP). A concentragéo
eficiente (ECso) representa a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir
a concentracao inicial do radical ou ions de transi¢cdo, em 50%. Assim, quanto
menor o ECso, melhor sera o desempenho da amostra. A curva dos padrdes

utilizados para os testes se encontra no APENDICE D.

De modo geral, das duas cultivares avaliados, dos trés grupamentos e em todas
as condicOes de processamento, a amostra Catucai amarelo 2SL seco e pilado
(CASP) apresentou melhor desempenho como antioxidante, para todos os testes
avaliados, sendo importante ressaltar também que esta mesma amostra
apresentou os maiores teores de compostos bioativos. Sabe-se que a atividade
antioxidante de plantas, muitas vezes esta relacionada com a presenca de
compostos fendélicos como: acidos fendlicos (acido clorogénico), flavonoides e
taninos (ANDRADE; HENARES; MORALES, 2005; BARBOSA, 2015).

Segundo Abrahdo (2008), a caracteristica redutora apresentada por compostos
fendlicos desempenham um papel importante na neutralizacdo de radicais livres,
além da quelacdo de metais em transicéo, sugerindo que estes compostos atuam

na prevencgao do estresse oxidativo e, portanto, como excelentes antioxidantes.

Pela correlacdo de Pearson (Tabela 7) o teor de taninos € o composto mais
relacionado com a resposta antioxidante das amostras, para os testes DPPH (-
0,756), ABTS (- 724) e FRAP (- 0,635), mas nao para o teste de Atividade
quelante (- 0,489). A correlacdo negativa, neste caso, indica que aumento de teor
de taninos esta ligado a uma baixa do ECso (melhor atividade antioxidante). A
amostra CASP, possui 0 maior teor de taninos, justificando, portanto, seu
desempenho para a maior parte dos testes. Muitos trabalhos relatam a boa
atividade antioxidante de taninos proveniente de plantas de modo geral (SILVA;
SILVA, 1999; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; FIGUEROA-ESPINOZA et
al., 2015). Os estudos de Costa et al. (2014), avaliaram extra¢des do café arédbica

com os solventes agua e etanol, em diferentes variacbes de volume, mostraram
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gue em dois testes avaliados (FRAP e DPPH), a atividade do teste FRAP estava

altamente correlacionada com a presenca de taninos e fendis totais.

Dentro dos grupamentos, as amostras secas e piladas (CVSP, CVBSP e CASP),
também conhecidas como “café verde”, e o nivel de torra leve (CVT1),
apresentaram as melhores respostas antioxidantes mostrando serem mais
benéficas para a saude, no que tange a discussao de prevencédo e inibicdo de

danos oxidativos.

Os estudos apresentados por Vignoli, Bassoli e Benasse (2011), mostraram que
os diferentes niveis de torra de cultivares Ardbica e Robusta, testados pelo grupo,
nao afetaram significativamente a atividade antioxidante, considerando ainda que
a atividade estivesse mais relacionada com a composi¢cao quimica do grao do que
aos processos de torra aos quais as amostras foram condicionadas.

Outros estudos como os de KAMIYAMA et al. (2015), a partir de extratos aquosos
de cafés comerciais, mostraram ainda um aumento significativo da atividade
antioxidante durante o0 processo de torra, sugerindo que havia uma
potencializacdo desta atividade por meio da reacdo de Maillard. Este fato nao foi
observado no presente estudo, uma vez que, de forma geral, as amostras
apresentaram perda significativa da atividade antioxidante quando submetidas as
condicbes de torra, com algumas excecdes tais como no caso da atividade
guelante de ferro, que demonstrou melhor resultado apés a torra 1, mas voltando

a decrescer na torra 2.
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Tabela 6 — Atividade antioxidante de duas cultivares do café arabica, Catuai Vermelho IAC 99 e Catucai amarelo 2SL, em
diferentes niveis de processamento pos-colheita em quarto diferentes métodos (DPPH, ABTS, FRAP e Atividade Quelante do

Fe?*).

DPPH (Ac. ascorbico®)

ABTS (Trolox™®)

FRAP (Fes0,7)

Atividade quelante (EDTA*)

AMOSTRA  ec,, womr) +ep ECsq (ug.mi”) + EP ECs (ug.mi’) = EP ECsq (ug.mi”) + EP
PADRAD 2411%  + 0,18 57617 + 0,11 27973 + 121 2877 + 0,06
CVC 194,25° + 1,46 136,68° =+ 043 432 21% + T&7 BTG + 232
CVCM 13522° + 174 14142° + 064 551.43° + 256 153.82° + 624
CVSP 111,37° + 3,29 8746 + 076 458.69° + 6,79 22106° + 176
CVT1 144737 = 1,31 90,75 + 0,93 45237° + 056 15878 =+ 0,67
CVT2 410,94° + 1,19 170,24 + 1,00 TT46° + 524 25707° + 285
CVBSP 13376% + 598 73557 + 0,88 309,55 + 137 11430° + 0,92
CVBT1 204,05° + 3.33 136,91* + 0,15 480,12% + 135 117565 + 078
CVBT2 336,33 + 0,75 15875 + 112 463,96° = 11,14 14751° + 116
CACI 13502° + 0,80 186,21° + 0,32 352,06¥ + 068 7122° + 065
CASP 62,000 = 0,20 53,39" + 167 190,829 + 049 5153 =+ 067
CAT1 186,32° =+ 287 74609 = 297 48868% + £79 11281° + 240
CAT2 407777 + 290 258,19° + 064 1017 68° 10,54 22353 + 270

Os valores estdo expressos em média = EP (n=3); EP: Erro Padréo; " Infere diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, ANOVA, Teste Tukey
(p<0,05); *Padréo para comparacao de atividade antioxidante.
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Tabela 7 — Matrix de correlacdo de Pearson

Variaveis DPPH ABTS FRAP  At. Quelante MTT Sarcoma Flavonoides Taninos ’”‘c"f"_

Clorogénico

DPPH 1

ABTS 0,743 1

FRAP 0,823 0,777 1

At. Quelante 0,484 0,357 0,528 1

MTT-Sarcoma -0,195 0,345 0,013 -0,150 1

Flavonoides -0,522 -0,241 -0,480 0,025 0,410 1

Taninos 0,756  -0,724  -0,635 -0,489 0,079 0,624 1

Ac. Clorogénico -0,530 -0,099 -0,499 -0,219 0,610 0,891 0,571 1

Trigonenila -0,521 -0,060 -0,352 -0,229 0,697 0,843 0,588 0,042

Os valores a negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia a= 0,05

Dentro dos grupamentos, as amostras secas e piladas (CVSP, CVBSP e CASP),
também conhecidas como “café verde”, e o nivel de torra leve (CVT1),
apresentaram as melhores respostas antioxidantes mostrando serem mais
benéficas para a salde, no que tange a discussdo de prevencao e inibicdo de

danos oxidativos.

Os estudos apresentados por Vignoli, Bassoli e Benasse (2011), mostraram que
os diferentes niveis de torra de cultivares Arabica e Robusta, testados pelo grupo,
nao afetaram significativamente a atividade antioxidante, considerando ainda que
a atividade estivesse mais relacionada com a composicdo quimica do grao do que

aos processos de torra aos quais as amostras foram condicionadas.

Outros estudos como os de KAMIYAMA et al. (2015), a partir de extratos aquosos
de cafés comerciais, mostraram ainda um aumento significativo da atividade
antioxidante durante o0 processo de torra, sugerindo que havia uma
potencializacdo desta atividade por meio da reacdo de Maillard. Este fato ndo foi
observado no presente estudo, uma vez que, de forma geral, as amostras
apresentaram perda significativa da atividade antioxidante quando submetidas as
condicbes de torra, com algumas excecfes tais como no caso da atividade
quelante de ferro, que demonstrou melhor resultado apés a torra 1, mas voltando

a decrescer na torra 2.

Este resultado, no entanto, ndo esta diretamente relacionado ao aumento de
compostos bioativos (da amostra CVT1) aqui avaliados, mas sim, em uma

diminuigdo de taninos n&o significativa. E importante ressaltar ainda que o Teste
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de Atividade Quelante do Fe?* é um teste de avaliacdo secundéria de atividade
antioxidante, ligado a quelacédo de metais envolvidos em processos de catalisacao
e producgao de ERO’s (BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006).

Para os outros grupamentos (2 e 3) as amostras secas e piladas (CVBSP e
CASP), revelaram a melhor atividade antioxidante seguida de uma perda
gradativa desta atividade ao ser condicionada ao processo de torrefacdo (Tabela
6). Isso se deve a degradacdo de compostos bioativos importantes para esta
atividade (SANTOS et al, 2007; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSE, 2011).
Nascimento (2006) relata esta diminuicdo de atividade no teste atividade

antioxidante de 6leos de café verde e torrado.

Daglia et al. (2000), também verificaram esta relagdo na analise de 6 fragbes de
café verde, 3 cafés arabica e 3 cafés conilon, em trés diferentes niveis de torra,
observando que as amostras de café verde com maior massa molecular estavam
ligados a uma maior atividade antioxidante. Apesar da existéncia de muitos
estudos contraditérios quando ao ganho ou perda de compostos bioativos durante
a torra, é importante ressaltar que os fatores genéticos e ambientais podem estar
diretamente relacionados com estas divergéncias, somado a isso, a escolha do

solvente e até mesmo fracdes podem estar ligados a estas variacoes.

Apesar da diminuicdo dos compostos de interesse, principalmente os taninos, as
amostras que passaram pelo processo de torrefacdo continuaram revelando
atividade antioxidante. Entres as torras, a que obteve o melhor desempenho
foram as amostras submetidas ao primeiro nivel de torra (CVT1, CVBT1 e CAT1)
gue apresentaram as melhores respostas nos quatro testes avaliados (Tabela 6).
Esse fato pode ser devido a presenca de taninos (Tabela 3), mesmo que em
menores teores, ou ainda a formacdo de novos compostos antioxidantes
formados apés o processo de torra (HALSTED, 2003), que através da reacdo de
Maillard, originam inclusive, compostos de atividade antioxidante secundaria que
participam da quelacédo de metais (DAGLIA, 2000; BEKEMAN, 2008).

A amostra CAT2 (Catucai amarelo 2SL, torra 2) foi a que apresentou,

significativamente, as piores respostas antioxidantes (Tabela 6), para todos os
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testes avaliados e, na avaliagdo dos compostos bioativos de interesse, 0S seus
teores de taninos foram aqueles que decresceram mais drasticamente com o
aumento do tempo de torra. A torra branda, segundo Vignoli, Bassoli e Benasse
(2011), ndo promove o decaimento significativo dos compostos bioativos do café,
este fato pode ser observado apenas na avaliagdo dos teores de Taninos das
duas amostras de um mesmo grupamento (CVSP e CVT1) (Tabela 3), que além
de estar mais correlacionados a atividade antioxidante (Tabela 6) também mostra

a semelhanca estatistica entre as duas amostras para dois testes.

6.4 VIABILIDADE CELULAR

O teste do MTT é um dos testes in vitro mais promissores para avaliacdo de
citotoxidade, nos estudos de Fotakis, Timbrell (2006), foi feita avaliacdo de quatro
testes comumente utilizados para analise de viabilidade celular: vermelho neutro,
ensaio de LDH (Lactato desidrogenase) e ensaios de proteinas e MTT. O teste do
MTT e teste vermelho neutro se mostram 0s mais sensiveis para a detec¢cdo de
uma toxidade inicial, onde é possivel observar um efeito tOxico em uma organela

especifica, a mitocondria.

Nos ensaios de viabilidade celular foi avaliada a capacidade antiproliferativa das
doze amostras de café em estudo, sob duas linhagens celulares: Linfocitos
humanos e Sarcoma 180. Nestes ensaios, a reducdo enzimatica de sais de
tetrazélio (MTT) esta relacionada a sobrevivéncia de células que se mostram

metabolicamente ativas apds exposicao a substancia teste.

6.4.1 Viabilidade celular - Linfécitos humanos

Em condi¢cdes normais, o organismo mantém-se em homeostase, ou seja, ha um
equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular, entretanto, alteracbes neste
equilibrio podem resultar em hiperplasias ou neoplasias (FOSTER, 2008). Os
resultados do teste de Vviabilidade celular em células saudaveis estdo

representados nas figuras 24, 25 e 26, de acordo com 0s grupamentos
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estabelecidos. As amostras do presente estudo em todos as cultivares avaliados,
obtiveram efeito mitdgeno, ou seja, desencadeou a proliferacdo celular.
Entretanto, a amostra Catuai vermelho cereja imaturo (CVCI) se mostrou a mais
efetiva para este feito, onde se observa o aumento de aproximadamente 390%. O
restante das amostras tiveram efeitos proliferativos no margem que variou entre
10% e 70%.

O estimulo para proliferacdo celular esta ligado a liberacdo de fatores de
crescimento, estes fatores se ligam a receptores na membrana celular. Segundo
Oliveira, (2008) sinais sdo transmitidos através da membrana para proteinas
citoplasmaticas que por consequéncia liberam fatores de transcricdo dentro do
nacleo. Assim, € possivel aferir que todas as amostras de café aqui avaliadas,
ainda que em diferentes niveis de processamento pds-colheita, possuem em sua

composicao fatores de crescimento atuantes para a linhagem celular avaliada.

Macédo e colaboradores (2010) associam a multideficiéncia de minerais como, 0
zinco, o cobre e o magnésio a disfun¢des imunolégicas, que podem levar o
individuo a linfopenia (diminuicdo de linfocitos). Os autores explicam estes
minerais quando presentes atuam como co-fatores de enzimas responsaveis por
atividades metabdlicas que levam ao aumento dos linfécitos. Trabalhos como de
Peres e Koury (2011) corroboram com essa conclusdo onde ha relacdo da
participacdo do zinco em processos proliferativos, nos quais este mineral
funcionaria como um estabilizador de membranas com o aumento de atividade
das enzimas DNA e RNA polimerases, que sdo requeridas nos processos de

replicacdo e transcricao.
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Figura 21 - Viabilidade celular em linfécitos humanos do cultivar “Catuai Vermelho IAC 99”7, em
diferentes niveis de processamento pos-colheita (Grupamento 1) a 630nm.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 22 - Viabilidade celular em linfécitos humanos do cultivar “Catuai Vermelho IAC 99 Baéia”,
em diferentes niveis de processamento pés-colheita (Grupamento 2) a 630nm.
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Figura 23 - Viabilidade celular em linfocitos humanos do cultivar “Catucai amarelo 2SL”, em
diferentes niveis de processamento pos-colheita (Grupamento 3) a 630nm.
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PARREIRA (2009) avaliou o efeito do consumo de café por individuos adultos e,
observou que ndo houve diferenca significativa no percentual de linfocitos para as
variaveis: faixa etaria, nivel de atividade fisica, nivel de consumo de café e nos
periodos antes e depois do experimento. Neste caso, pode-se propor que a
justificativa para a diferenca entre os testes aplicados se da pelo fato de nos
testes in vivo haver interferéncias que podem diminuir a biodisponibilidade dos
fatores de crescimento, uma vez que se trata de um organismo com todas as
funcbes bioldgicas ativas. Enquanto, nos testes in vitro, tais fatores podem ser
controlados, uma vez que neste caso pode-se avaliar uma linhagem celular

especifica, com a intervencdo minima de outros fatores.

Chakrabarti et al., (2016) avaliaram a capacidade da cafeina isolada proteger
células de linfocitos humanos a inducdo de genotoxidade provocadas pelo
medicamento sibutramina. Eles observaram que acima de 125 pg.mL? a cafeina
era toéxica, porém, em doses menores, era capaz de proteger a linhagem celular

dos danos induzidos por sibutramina.

Outros estudos como de Jeong e colaboradores (2013) mostraram a atividade
protetiva de café submetido a torra ao aplicar o teste do MTT em células
neuronais da linhagem PC12, com inducéo de toxidade por H202. O café exposto
previamente ao dano induzido por H20: teve efeito protetivo sobre a linhagem
celular, reafirmando assim seu potencial efeito antioxidante, em outra modalidade

de teste in vitro.

6.4.2 Viabilidade celular - Sarcoma 180

Os testes de viabilidade celular na linhagem tumoral do Sarcoma 180 constam na
Tabela 8, onde os dados estédo representados em ECso, sendo que o menor valor
indica melhor atividade antiproliferativa e vice-versa. As amostras de café aqui
avaliadas possuem uma acao citotoxica para esta linhagem tumoral, entretanto,
nao seguem um padrao especifico dentro dos grupamentos, ou seja, um padrao

correlacionado ao processamento pos-colheita ou mesmo ao nivel de maturacéo
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do gréo. Analisando-se a tabela de correlagéo de Pearson (Tabela 7), observa-se
uma correlacdo positiva entre os resultados aqui apresentados e 0S compostos
acido clorogénico e trigonelina. Esta correlacdo, em linhas gerais, infere que a

presenca de acido clorogénico e trigonelina dificulta a morte celular.

No trabalho de Pereira (2014), foi avaliado o efeito do acido clorogénico sobre a
viabilidade de sémen suino, onde foi verificado que este composto melhorava a
viabilidade celular, promovia o aumento de mitocondrias ativas além de
desencadear o aumento da atividade antioxidante pela diminuicdo do dialdeido
maldnico, que é um produto da peroxidacgéo de lipidios. O autor ainda infere que o
acido clorogénico é melhor que a vitamina E, no que tange o melhoramento da

viabilidade.

Os estudos de Zhou, Chan e Zhou (2012), que investigaram, dentre outros
aspectos, a atividade antioxidante de trigonelina em pancreas de ratos diabéticos,
indicam que houve um aumento de enzimas antioxidantes, com consequente
diminuicdo da peroxidagao lipidica. Este mesmo estudo ainda relata diminuigdo
significativa dos niveis de glicemia, colesterol total e triglicerideos dos organismos

avaliados.

Os mecanismos de apoptose se dao por duas vias: extrinseca (citoplasmética) ou
intrinseca (mitocondrial) (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Segundo esses
autores, a via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular, onde
0os resultados destes estimulos convergem para a mitocondria, organela
considerada a principal mediadora de processos apoptéticos, uma vez que
permite a permeabilizacdo com a consequente liberacdo de moléculas pré-
apoptoéticas. Segundo Marullo e colaboradores (2013), a presenca de compostos
capazes de inibir a respiracdo mitocondrial, podem desencadear a producdo de
ERO’s que promovem o desequilibrio de processos metabdlicos da mitocéndria,
levando a célula a apoptose.

Comumente, células de linhagem tumoral tendem a ter uma resisténcia a
processos de apoptose (OKADA; MAK, 2004), mas percebe-se que amostras de

café mesmo que em doses relativamente altas de ECso desencadearam esta
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acdo. Oliveira (2012) comenta sobre controle que a familia de proteinas Bcl-2 tém
sobre o0s eventos apoptéticos, uma vez que induzem ou reprimem a indugdo a
apoptose, controlando a permeabilidade da membrana, podendo ser anti-

apoptotica (como Bcl-XL, Bcl-XS) ou pro- apoptotica (como Bcl-10, Bax, Bak).

Tabela 8 - Atividade antiproliferativa de células tumorais (Sarcoma 180) de duas
cultivares do café arabica, Catuai vermelho IAC 99 e Catucai amarelo 2SL, em
diferentes niveis de processamento pés-colheita pelo método do MTT (630 nm).

AMOSTRA ECs; (ng.ml™) £ EP

CVCI 834.11° = 1.01
CVCM 1752.01% + 23,05
CVSP 140.86° = 572
CVT1 615,83 + 16,86
CVT2 505.42% + 394
CVBSP £29.42% + 10,98
CVBT1 277,91 = 10,07
CVBT2 331.78% &+ 11,05
CACI 1652.43° + 13,19
CASP 623.99° + 1527
CAT1 488,00° = 2299
CAT?2 803.28° =+ 2091

Os valores estdo expressos em média + EP; EP: Erro Padréo; ' Infere diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, ANOVA, Teste Tukey (p<0,05).

7

Como a homeostasia € mantida pelo controle da quantidade de proteinas
antiapoptoticas e pré-apoptéticas (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007), pode-
se inferir que as amostras de café demostraram um papel de desequilibrio destes

sistemas para a linhagem de células tumorais aqui avaliadas.

No trabalho de Oliveira (2007) em que foram avaliados, in vivo, os efeitos do
tratamento com café liofilizado, por 110 dias, em ratos Wistar machos, com
inducdo de modelo hepatdcito resistente (HR), observou-se a reducdo de 78%

das lesdes pré-neoplasicas, indicando que o café possuiu acdo moduladora sobre



75

a hepatocarcinogénese. JIANG e colaboradores (2000) observaram a presenca
de acdo citotoxica em concentragdes milimolares do acido clorogénico, um dos
principais compostos bioativos do café, em duas linhagens tumorais humanas. Os
autores ainda inferem acdo da proteina caspase no processo de morte celular.
Todavia, o presente trabalho n&do permite fazer esta afericdo, uma vez que nao foi
investigado o papel do &cido clorogénico isolado, sobre a citotoxicidade na

linhagem Sarcoma 180.

Crisostomo e colaboradores (2014) avaliaram a capacidade do café ardbica
torrado reestabelecer o crescimento de quatro linhagens de Saccharomyces
cerevisiae. Eles observaram que em nenhuma concentracdo testada o café foi
capaz de reverter o dano causado por H202, e ainda complementam, afirmando
que o café avaliado sé tem um efeito protetivo quando pré-exposto as células. Ja
no trabalho de Guimardes e colaboradores (2017), foi feito um ensaio
antiproliferativo em MTT com cafés robusta em quatro diferentes condicdes: café
verde, torra clara, torra média e torra escura. Os autores observaram que todas
as amostras tinham capacidade de matar células tumorais, onde a torra clara

tinha o maior percentual (83%) e a torra escura 0 menor (22,9%).

Em uma analise global, os estudos que tratam das andlises anticarcinogénicas do
café, em sua grande parte, se referem ao efeito protetivo e preventivo do café aos
danos celulares que podem levar ao quadro carcinogénico. A agao citotoxica aqui
apresentada mostrou a necessidade de doses relativamente elevadas para a
maior parte das amostras. Deve-se levar em consideracdo que estes resultados
podem se diferir de testes in vivo, uma vez que a biodisponilidade dos agentes

atuantes no processo de apoptose podem ser menores.
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7 CONCLUSOES

- As amostras de café exibiram atividades antioxidantes distintas, em relacdo a
cada uma das condi¢Oes avaliadas, quando aplicados os quatro ensaios: DPPH,
ABTS, FRAP e Atividade quelante do Fe?*.

- A amostra CASP (Catucai amarelo 2SL), tanto para atividade antioxidante
guanto para a concentragdo de compostos bioativos foi a que obteve os melhores
resultados tanto para a concentracdo de compostos bioativos, quanto para a

avaliacao de atividade antioxidante.

- A presenca dos compostos bioativos: acido clorogénico, trigonelina flavonoides e
taninos, aqui avaliados, tenderam a queda na medida em que se aumentava o
nivel de torra, condicdo que influenciou negativamente na atividade antioxidante,

para a maioria das amostras avaliadas.

- A analise de correlagcdo de Pearson indicou que os taninos, presentes nas
diferentes amostras, foram o0s compostos bioativos mais relacionados as

respostas antioxidantes observadas.

- A avaliacdo de viabilidade celular em linfécitos humanos, demonstrou uma
funcdo mitbgena, com um aumento de proliferacdo que alcancou percentuais
entre 10% e 70%, onde apenas a amostra CVCI apresentou proliferacdo superior

a 300%, ndo sendo possivel definir o agente responsavel por esta resposta.

- A analise de viabilidade celular em células tumorais de Sarcoma 180 mostrou
uma acao citotéxica do café para esta linhagem. Apesar de ndo exibir um padrao
uniforme frente as condi¢cdes avaliadas, houve correlacdo com acido clorogénico
e trigonelina, indicando que a presenca destes compostos favorecem a viabilidade

celular.
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APENDICE A

Formulério de voluntariado para doacéo de sangue

Eu , anos de idade,

declaro que autorizei a utilizagdo do meu sangue em experimento para avaliacdo
de citotoxidade de amostras de café arabica. Declaro ainda, ser saudavel, ndo
fumante, ndo portador de doenca crbnica e que ndo fiz a utilizacdo de
entorpecentes e/ou bebida alcodlica nos ultimos 30 dias. Também nao realizei
nenhum procedimento radiografico e ndo fiz a utilizacdo de antibidticos nos

ultimos seis meses.

Assinatura
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APENDICE B

Curva de calibracdo dos padrdes utilizados para calculo dos teores totais de

Taninos e Flavonoides
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Curva de calibracédo do padrdo Rutina a 420nm.
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APENDICE C

Cromatogramas das amostras de café com a presenca do composto

trigonelina e 4cido clorogénico
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Cromatograma (CLAE), a 272 nm, do extrato etandlico de duas cultivares do Café ardbica em
diferentes niveis de processamento: Grupamento 1: Catuai vermelho IAC 99 cereja imaturo (A),
Catuai vermelho IAC 99 cereja maturo (B), Catuai vermelho IAC 99 seco e pilado (C), Catuai
vermelho IAC 99 torra 1 (D), Catuai vermelho IAC 99 torra 2 (E); Grupamento 3: aatucai amarelo
2SL cereja imaturo (F), Catucai amarelo 2SL Seco e Pilado (G), Catucai amarelo 2SL Torra 1 (H)

Lindica presenca de Trigonelina na amostra com tempo de retencdo aproximado de 2,74 minutos.
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Cromatograma (CLAE), a 280 nm, do extrato etandlico de duas cultivares do Café arabica em
diferentes niveis de processamento: Grupamento 1: Catuai vermelho IAC 99 cereja imaturo (A),
Catuai vermelho IAC 99 cereja maturo (B), Catuai vermelho IAC 99 seco e pilado (C); Grupamento
2: Catuai Vermelho IAC 99 Bdia seco e pilado (D); Grupamento 3: Catucai amarelo 2SL Cereja

imaturo (E), Catucai amarelo 2SL torra 1 (F). ?Indica presenca de acido clorogénico na amostra
com tempo de retencdo aproximado de 14,36 minutos.
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APENDICE D

Curva de calibracdo dos padrdes utilizados para comparacédo de atividade

antioxidante
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Curva padrdo do TROLOX para o teste antioxidante ABTS a 734 nm.
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Curva padrdo do Acido ascorbico para o teste antioxidante DPPH a 517 nm.
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500
450 1 y = 0,438x + 10,645
400 R*=10,9946
o
g
o
o
£
1]
-
=
0 . . . . . )
] 200 400 GO0 a00 1000 1200

[ug.ml-]

Curva padréo do EDTA para o teste antioxidante de Atividade quelante do Fe?* a 562 nm.
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ANEXO B

Certificado de aprovacao emitido pelo Comité de Etica no uso de Animais da

Universidade Federal do Espirito Santo
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